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(57) Abr^g^ : L' invention a pour objet une composition a usage topique, en particulier cosmetique, riche en metabolites produits 
par des cellules vegetales dedifferenciees et elicitees in vitro puis sechees broyees et dispersees dans cette composition. U invention 
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PROCEDE D^OBTENTION DE PHYTQALEXINES 

L' invention a pour objet une composition a usage topique, en particulier 
cosmetique, riche en metabolites produits par des cellules vegetales 
5 dedifferentiees. En particulier, I'invention a pour objet une composition 
contenant des cellules vegetales dedifferenciees et elicitees puis sechees 
partiellement ou totalement de preference, lyophilisees, broyees et dispersees 
dans cette composition. 

10 Par cellules vegetales dedifferenciees, on entend toute cellule vegetale ne 
presentant aucun des caracteres d'une specialisation particuliere et capable de 
vivre par elle-meme et non en dependance avec tfautres cellules. 

Les cellules vegetales dedifferenciees peuvent etre obtenues a partir de materiel 
15 vegetal issu de plante entiere ou de partie de plante comme les feuilles, les tiges, 
les fleurs, les petales, les racines, les fruits, leur peau, Tenveloppe les 
protegeant, les graines, les antheres, la seve, les epines, les boxxrgeons, I'ecorce, 
les baies, et des melanges de ceux-ci. 

20 Preferentiellement, les cellules vegetales dedifferenciees sont obtenues k partir 
d'ecorce, de feuilles, de bourgeons et de la peau des fruits, en particulier de la 
cuticule du fruit. 

Les cellules vegetales dedifferenciees utilisables selon Tinvention peuvent etre 
obtenues a partir de vegetaux obtenus par culture in vivo ou issu de culture in 
25 vitro. 

Par culture in vivo on entend toute culture de type classique c'est a dire en sol a 
I'air libre ou en serre ou encore hors sol ou en milieu hydroponique. 

30 Par culture in vitro, on entend Tensemble des techniques coimues de I'homnie du 
metier qui permet de maniere artificielle Tobtention d*un vegetal ou d'une partie 
d'lm vegetal. La pression de selection imposee par les conditions physico- 
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chimiques lors de la croissance des cellules vegetales in vitro permet d'obtenir 
un materiel vegetal standardise, exempt de contaminations et disponible tout au 
long de I'annee contrairement aux plantes cultivees in vivo. 
Preferentiellement selon Tinvention on utilise des cellules vegetales 
5 dedifferenciees issues de culture in vitro. 

Les cellules vegetales dedifferenciees utilisables selon invention peuvent etre 
obtenues par toute methode connue de Tart anterieur. A cet egard on peut citer 
les methodes decrites par E.F. George et P.D. Sherrington dans Plant 
Propagation by tissue culture, handbook and directory of commercial 

10 laboratories (Exegetics Ltd 1984). 

Les milieux de culture utilisables selon Tinvention sont ceux generalement 
connus de Thomme du metier. On peut citer a titre d'exemples les milieux de 
Gamborg, Murashige et Skoog, Heller, White etc.... On trouvera dans "Plant 
Culture Media : formulations and uses" de E.F. George, DJM Puttock et H.J 

15 George (Exegetics Ltd 1987, tome 1 & 2) des descriptions completes de ces 
milieux. 

Preferentiellement selon I'invention on prepare les cellules vegetales 
dedifferenciees cultivees sur milieu de Murashige et Skoog. 

20 

Etat de la technique 

On connait par le document FR 2795637 ime composition cosmetique contenant 
un extrait de cellules vegetales dedifferenciees pour eviter les problemes 

25 d'odeur. Cette composition contient un extrait de cellules vegetales 
dedifferenciees mais non elicitees, de sorte que cette composition est pauvre en 
metabolites secondaires ou en phytoalexines, voire est sensiblement exempte de 
tels composes. De plus ce document decrit I'utilisation d*extrait aqueux obtenus 
apres broyage des cellules dans leur milieu de culture puis elimination des 

30 particules en suspension avec une perte inevitable des metabolites lies aux 
particules en suspension. Afin d*eliminer les proteases et notamment les 
oxydases ce document preconise egalement Temploi de filtres capturant les 
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molecules d'un poids moleculaire superieur a 100.000 daltons perdant ainsi dans 
I'extrait final tous les metabolites superieurs a ce poids et qui peuvent s'averer 
d'un grand interet pour Tindustrie cosmetique. De plus afin d'eliminer les 
problemes dus a Toxydation le document preconise Tajout de stabiiisants, 
5 notamment la cysteine et/ ou des derives soufres ce qui entraine necessairement 
une purete moindre de Textrait avec des etapes subsequentes de filtration. Les 
methodes decrites dans ce document necessitent la mise en oeuvre de moyens 
compliques pour Tobtention d'extraits dont, tant la purete ( nombreux additifs ), 
que la qualite et la concentration ( en metabolites ) n*est pas optimale. De plus 
10 les nombreuses etapes necessaires a I'obtention des extraits de ce procede 
induisent des couts eleves et le risque de contaminations de part les nombreuses 
manipulations et additifs. 

On connait les cultures de cellules dedifferenciees, d'autre part on connait les 
15 mecanismes d'elicitation de ces cellules suivi d'etapes d'extractions et de 
filtrations diverses suivis de lyophilisation afin d'incorporer les extraits obtenus 
dans ime preparation cosmetique ou phaxmaceutique. De tels procedes sont par 
exemple decrits dans US 4,241,536 ; EP 378 921, WO 88/00968, EP 1 203 811, 
etc. pour des especes de plantes diverses. Le contenu de ces documents est 
20 incorpore dans la presente description par reference pour decrire des milieux de 
culture, des especes de plantes, des eliciteurs possibles, etc. 

De nos jours, malgre les competences et le savoir faire des industries dans le 
domaine de I'extraction vegetale, et malgre les progres de la chimie organique, 
25 plusieurs etapes d'extraction sont indispensables pour obtenir une matiere 
premiere vegetale. 

Plusieurs inconvenients sont imputes a ces extractions : 

- perte de la structure tertiaire des molecules isolees, 

30 - presence des differents solvants au niveau du produit fini, 

- heterogeneite des substrats necessitant des extractions fines faisant appel a 
des solvants de plus en plus toxiques, 
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- qualite de I'extrait en fonction de Tetat physiologique de la plante au moment 
de la recolte, 

- production de I'extrait limitee en fonction des saisons, 

5 Face a ces facteurs limitants et au regain d'interet des consommateurs pour 

tout ce qui est d*origine naturelle, plusieurs tentatives d*obtention de cellules ont 
ete realisees. Ainsi, a ce jour, deux precedes majeurs ont ete exploites : 

- La culture de cellules a partir d*organismes imicellulaires ou de 
10 nxicroorganismes, technique peu originale se basant sur la reproduction des 

conditions de vie normale. Cependant ces organismes sont primitifs et ne 
developpent pas de metabolisme secondaire, source des principes actifs les plus 
interessants. 

- L'obtention des cellules a partir de fruits (cellules fraiches) apres digestion 
15 enzymatique. Les limites de ce procede resident dans le fait que les fruits ne sont 

pas aseptiques et qu'ils peuvent contenir des residus de pesticides (fongicides, 
herbicides, insecticides,...). D'autre part, les enzymes (cellulases, pectinases,...) 
utilisees en quantite importante (2%, P/P) pour la digestion des parois vegetales 
et Tobtention des cellules sans parol (protoplastes) se retrouvent dans le produit 
20 fini. Par ailleurs, les enzymes utilis6es peuvent alterer la qualite des metabolites. 
Enfin, I'utilisation de cette technique permet seulement de recuperer des 
protoplastes (cellules sans paroi cellulaire), structures fragiles ne pouvant pas 
orienter leur metabolisme. 

25 Les inventeurs ont developpe une technologic innovante et maitrisee, 
garantissant la qualite et I'authenticite des produits, II s'agit de la mise en culture 
de cellules de plantes superieures dedifferenciees. 

En effet, et pour la premiere fois, un procede industriel permet d'obtenir des 
cellules a partir de plantes superieures par un processus sans aucune 
30 modification de leur patrimoine genetique, permettant a la cellule de garder ses 
caracteristiques physiologiques. 
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Le maintien des differentes souches est assure par repiquages reguliers, avec une 
maitrise totale des differentes conditions de culture. 

L'interet de ce procede et qu'il permet la culture de cellules vegetales 
dedifferenciees en grands volumes tout en repondant aux besoins de Tindustrie, 
5 notamment : 

- Le respect de la structure tertiaire des molecules, 

- L*absence de solvant et de residus, 

- L'homogeneite des substrats, 

- La production continue independamment du cycle des saisons, 

10 - La conservation des caracteristiques biologiques et physiologiques sans ajout 
de conservateur, 

- Uabsence totale de poUuants, 

- La production standardisee et reproductible quant a la qualite et la 
concentration des metabolites, 

15 

- L 'utilisation de ces suspensions vegetales apres lyophilisation directe avec 
utilisation de temperature inferieure a -30°C, Cette technique permet Tobtention 
d'une poudre tres fine pouvant etre dispersee dans des compositions 
cosmetiques (cremes, pommades, lotions...). Ces cellules sont susceptibles de 

20 liberer directement les principes actifs qu'elles contiennent, sans passage par une 
extraction a Taide de solvants organiques (elimination des risques de residus). 
Toutefois, il est preferable de soumettre le produit de lyophilisation a un 
broyage pour eviter toute agglomeration de particules. 

25 - L 'utilisation des extraits cellulaires uniquement apres sonification et 
centrifugation. 

Cette technologic apporte une alternative utile et innovante aux extractions 
conventionnelles par solvants. La possibilite d^orienter de maniere naturelle 
30 (elicitation) la synthase des metabolites sans porter atteinte a Tintegrite 
genetique des cellules, represente une garantie de qualite et d'authenticite. 
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De maniere tout a fait surprenante les inventeurs ont decouvert que Ton pouvait 
directement incorporer ou disperser les cellules apres elicitation, sechage et 
broyage dans une composition cosmetique et/ ou pharmaceutique. La 
5 composition selon Tinvention contient alors des membranes de cellules, des 
organites cj^oplasmiques et de la matiere vacuolaire. Ce precede presente 
notamment I'avantage de desactiver les enzymes oxydants sans ajouts d'additifs 
ou de produits chimiques. Un autre aspect de I'invention permet de concentrer et 
de diriger la production de phytoalexines sans pertes quantitatives ou 

10 qualitatives dues aux extractions et aux filtrages. Un aspect particulier de 
Tinvention est qu'il evite les etapes d'extraction et de filtrage et permet 
robtention d'un broyat de cellules denue d'additifs, de solvants et de residus, 
ledit broyat pouvant etre directement disperse dans ime composition cosmetique. 
La composition selon I'invention contient au moins un broyat de cellules 

15 vegetales dedifferenciees et elicitees en culture in vitro pour synthetiser au 
moins une phytoalexine, cette elicitation pour synthetiser au moins xme 
phytoalexine etant avantageusement operee apres une etape de culture in vitro 
de cellules vegetales sans elicitation, dans laquelle ledit broyat contenant au 
moins une phytoalexine comprend au moins 95%, avantageusement au moins 

20 97%, de preference au moins 99% en poids de Tensemble des matieres seches 
issues des cellules vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro, ledit 
broyat etant disperse dans ladite composition ou etant sous une forme apte a etre 
dispersee dans ladite composition. En particulier, le broyat contient 
sensiblement toutes les matieres seches (apres extraction de Teau presente dans 

25 les cellules) des cellules vegetales dedifferentiees et elicitees broyees. Un tel 
broyat riche en phytoalexine par rapport au contenu des cellules non elicitees 
contient toutefois toutes les matieres naturelles presentes dans les cellules, 

Le but de la presente invention est entre autre de proposer un precede simple 
30 excluant Temploi d'additifs et de produits chimiques et respectant le caractere 
naturel des cellules obtenues. De plus, Telicitation par des moyens physiques 
permet de diriger et de concentrer la production de metabolites recherches par 
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rindustrie cosmetique. L'aspect particulier de Tinvention en respectant I'integrite 
des cellules obtenues et en les elicitant permet d'une part d'optimiser la 
concentration et la qualite des metabolites obtenus, d'autre part de resoudre les 
problemes d'oxydation en inactivant les enzymes par un simple sechage 
5 (lyophilisation ) sans ajout d*additifs et sans pertes dues aux filtrations et enfin 
permet la dispersion du broyat obtenu directement dans una preparation 
cosmetique. 

Par elicitation dans le milieu de culture, on entend la mise en oeuvre d'un stress 
10 ou d'une agression (biologique, chimique ou physique) sur les cellules dans leur 
milieu de culture afin de provoquer un ou plusieurs mecanismes de defense. 

Tout au long de leur developpement, les plantes sont soumises a des agressions 
continuelles de la part de leur environnement. Cependant, elles se montrent 
15 souvent capables de resister naturellement a ces agressions exterieures grace a la 
presence ou a T activation de mecanismes de defense (Hammond-Kosack et 
Jones, 1996). Ainsi, bien que certains de ces mecanismes soient constitutifs et 
foumissent une barriere physique et chimique a une agression, d'autres ne sont 
induits qu'apres ime attaque par un nuisible. 

20 

Des qu'une plante detecte xm pathogene, elle met en place un des systemes de 
defense naturelle les plus efficaces : la reponse d'hypersensibilite. Au niveau du 
site de penetration du pathogene, cette reaction, rapide et violente, se traduit par 
la mort des premieres cellules infectees et I'apparition d'une petite zone 

25 necrotique, isolant ainsi les cellules attaquees du reste de la plante (Dangl et aL, 
1996 ; Lamb et Dixon, 1997). Le declenchement de cette reponse depend d'une 
reconnaissance specifique de 1' agent pathogene par la plante bote. En effet, la 
plante attaquee reconnait par I'intennediaire d'une proteine (recepteur) une 
proteine produite par le pathogene, nommee eliciteur. Chez la plante, les g6nes 

30 codant pour les proteines receptrices sont appeles genes de resistance (genes R), 
et pour le pathogdne, les genes codant pour les molecules elicitrices sont 
nommes genes d'avirulence (gene Avr) : on parle alors ici d'une relation gene 
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pour gene ou relation R-Avr (Hammond-Kosack, 1996). D'autres molecules, 
qualifiees d'eliciteurs generaux, sont egalement capables d'initier (de fa9on 
moins specifique que les eliciteurs cites precedemment) cette reaction de 
defense de la plante hote. Celles-ci, sont le plus souvent des oligosaccharides 
5 liberes par le pathogene (eliciteurs exogenes) ou la cellule vegetale (eliciteurs 
endogenes), (Scheel et Parker, 1996). 

A cette reaction d'hypersensibilite succede Tactivation d'une reaction de 
defense intense dans les cellules voisines de la zone infectee, c'est la reaction 
10 locale. Enfin, remission de divers signaux d'alerte vers toutes les autres organes 
de la plante, ce qui lui permet de reagir plus rapidement et plus efficacement lors 
d'une nouvelle agression, on parle alors de reaction systemique. 

Lors de ces reactions, trois categories de systemes de defense peuvent etre 
15 actives : 

- la formation d'un epiderme de cicatrisation et le renforcement des parois 
(lignification.,.) (Dai et al., 1995) ; 

20 - la sjoithese de proteines de defense ou «Pathogenesis Related» (PRs) 
proteins decouvertes en 1970 chez le Tabac. Parmi ces PRs on trouve, par 
exemple, des inhibiteurs de protease (Ryan, 1992), des enzymes hydrolytiques, 
comme les chitinases ou les !i-l,3 glucanases (Derckel et al., 1996 ; Robinson et 
al., 1997, Kraeva et al., 1998 ; Salzman et al, 1998 ; Renault et al, 2000) ; 

25 

et la synthese de metabolites secondaires de type phytoalexines. Parmi, les 
metabolites secondaires, plus de 300 phytoalexines ont deja ete caracterises. 
EUes appartieiment a un large spectre de classes chimiques differentes parmi 
lesquelles on pourra citer les coumarines, les benzofliranes, les terpenes, les 
30 alcaloides, certains polyphenols (Smith, 1 996) . . . 
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La mise en place des reactions de defense des plantes implique toute une 
panoplie de signaux de transduction conduisant a T induction rapide de 
r expression de genes de defense. Ainsi, la reconnaissance du pathogene par la 
plante hote va activer toute une cascade de signaux dans les cellules attaquees 
5 tels que la phosphorylation de proteines par des proteines kinases, les flux 
d'especes ioniques (Ca^"^), la formation d'especes oxygenees reactives (Cote et 
Hahn, 1994 ; Shibuya et ah, 1996 ; Benhamou, 1996).,. 

De plus, les cellules attaquees sont capables de produire des signaux d'alarme 
10 transmis au cellules voisines (reaction locale) ainsi qu'a toute la plante 
engendrant ainsi, comme enonce dans le paragraphe precedent, le phenomene de 
reaction systemique. 

Le mecanisme de resistance systemique le plus etudie est le phenomene de SAR 
15 ou «systemic acquired resistance)). Le terme de SAR a ete defini par Ross en 
1961. II decrit 1' apparition de resistance d'une plante consecutive a une attaque 
par un pathogene, aussi bien dans les parties infectees que dans les parties saines 
de la plante. EUe se developpe, en general, apres Tapparition de lesions 
necrotiques autour du site d* inoculation. Cette reponse d'hypersensibilite 
20 localis6e restreint le pathogene dans, et autour du site d'infection, et semble 
rendre la plante plus resistante aux agressions par divers organismes (Ryals et 
al., 1996). Comment les parties distantes du site d'infection sont-elles capables 
d'acquerir cette resistance? C'est en 1966 que Ross a developpe Tidee de 
r existence de molecules signal qui, a de faibles concentrations, seraient 
25 capables d' activer des mecanismes de defense dans les tissus distants de la zone 
infectee. 

Trois types de molecules peuvent intervenir chez les plantes comme signal 
d'alarme au niveaux intra et intercellulaire, a courte ou longue distance : I'acide 
30 salicylique, T ethylene et les jasmonates. 
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Le mecanisme de transduction le plus etudie et le mieux connu dans le 
developpement de la SAR est celui impliquant Tacide salicylique (AS) 
(Delaney et al., 1994 ; Ryals et al., 1996). 

5 D*utie part, 1' acquisition de resistance de certaines plantes est directement liee a 
line augmentation de la synthese endogene d'AS ou de ses derives (Malamy et 
al., 1990 ; Metraux et aL, 1990 ; Rasmussen et al., 1991 ; Smith-Becker et al., 
1998). Dans ce type de reponse, lorsque la synthese d'AS est initiee, la 
transduction du signal s'effectuerait a longue distance, soit par transport direct 

10 de I'AS (Shulaev et al., 1995), soit par conversion de ce dernier en methyl 
salicylate (MeSa), molecule-signal volatile pouvant entramer Tapparition de 
resistance dans les tissus sains de la plante infectee mais aussi dans les plantes 
voisines (Shulaev et aL, 1997). De plus, la mise en evidence du role joue par 
PAS dans le declenchement de la SAR est liee a Tutilisation de plants de Tabac 

15 transgeniques exprimant le gene bacterien NahG. Ce gene, codant pour la 
salicylate hydroxylase, inactive TAS en le convertissant en catechol, rendant 
ainsi les plantes transformees incapables de developper une SAR (Gaffney et al., 
1993). 

20 D'autre part, certaines etudes montrent que Tapplication d'AS exogene est 
capable d^induire une resistance a differentes lesions causees par ime bacterie, 
un virus ou un pathogene. Ainsi, chez le Tabac, on observe une reduction des 
symptdmes lies a Tinoculation du virus de la Mosaique du Tabac apres 
traitement des plants par I'AS (White et al., 1983). De meme, I'AS est capable 

25 de stimuler la biosynthese de differentes proteines PRs normalement produites 
dans le cas d'une SAR (Renault et al., 1996 ; Narusaka et aL, 1999). 

Differentes etudes ont montre que certaines reactions de defense pouvaient etre 
activees independamment de la presence d'AS. Ainsi, d'autres types de 
30 molecules ont ete reconnues comme molecules-signal de la SAR (Enyedi et al., 
1992 ; Pieterse et al., 1999). Ces reactions feraient intervenir principalement 
deux regulateurs de croissance vegetale, Tethylene et Tacide jasmonique (AJ), 
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comme signaux d' induction de defense systemique. En effet, ces deux types de 
molecules peuvent etre rapidement produites, de fagon endogene, lorsqu'une 
plante est soumise a une agression, et entrainer ainsi I'apparition d'une 
resistance. De, plus elles sont egalement capables d'induire I' expression de 
5 certaines PRs et/ou. la production de phytoalexines. 

L' ethylene est une phytohormone volatile intervenant dans de nombreux 
processus physiologiques des plantes. Son role dans les phenomenes de defense 
vegetale a ete demontre par plusieurs equipes. Des etudes ont montre que 

10 Tattaque d'une plante par un pathogene ou un herbivore pouvait etre correlee a 
une induction ou une augmentation de la synthese d' ethylene endogene dans la 
plante hote (O'Donnell et al., 1996 ; Popp et al., 1997 ; Lund et al, 1998). De 
plus, tout comme TAS, Tapplication d'ethylene exogene est egalement capable 
de stimuler la synthese de proteines PRs (Ward et al., 1991 ; Penninckx et al., 

15 1996 ; Yang et aL, 1997). Enfin, T activation de proteines de defense chez 
Arabidopsis en reponse a un pathogene pent etre bloquee dans le cas de mutants 
deficients dans la perception de ce signal (Pennickx et al., 1998). 

L'acide jasmonique et son methyl ester, le methyl jasmonate (MeJa), sont des 
20 composes naturels de type cyclopentanone analogues aux prostaglandines 
animates par lem- biosynthese et leur fonction (Creelman et al., 1992 ; Mason et 
al., 1993 ; Sadka et al., 1994). lis derivent des acides gras et sont synthetises k 
partir de I'oxydation lypoxygenase-dependante de l'acide a-linolenique. On 
parle de voie octadecanoique . 

25 

Outre leur role dans diverses fonctions physiologiques (Stawick, 1992), ces 
composes ont recemment ete impliques en tant que molecules de signalisation 
intracellulaire synthetisees en reponse a un stress, biotique ou abiotique, et 
menant aux reponses de defense des plantes, comme la biosynthese de 
30 phytoalexines ou de proteines de defense (Gundlach et al., 1992 ; Blechert et al., 
1995 ; Creelman et al., 1995 ; Doares et al, 1995 ; Conconi et al., 1996a et 
1996b ; Ignatov et al., 1996 ; Baldwin et al, 1997). 
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D'une part, Tapplication de MeJa, derive volatile de Tacide jasmonique, induit 
la production de nombreux metabolites secondaires, in vivo ou in vitro (en 
cultures cellulaires), dont certains jouent le role de composes de defense. En 
5 effet. Get ester est capable d'eliciter la biosynthese de fiiranocoumarines dans les 
feuilles de Celeri (Miksch et Boland, 1996), de momilactone A dans des cultures 
cellulaires de Riz (Nojiri et al., 1996), d'alcaloMes de jeunes plants ou de 
cultures cellulaires de Catharanthus roseus (Aerts et aL, 1996 ; Gantet et al., 
1997) et de jeunes plants de Cinchona ledgeriana (Aerts et ah, 1994 ; 1996). 
10 D'autres derives precurseurs de TAJ, comme Tacide 12-oxo-phytodienoique, 
sont capables d'agir sur la biosynthese de nombreux metabolites secondaires. 

L'effet inducteur de ces composes est souvent precede d'une activation de 
I'expression des genes ou de la synthese d'enzymes intervenant dans la 

15 biosynthese de ces divers metabolites. Parmi ces enzymes, on trouve la 
phenylalanine ammonialyase (PAL), la 4-coumarate-CoA ligase (4CL), la 
chalcone synthase (CHS), la dihydroflavonol-4-reductase (DFR), la polyphenol 
oxydase (PPo), la bercaptol methyl transferase (BMT), la tyrosine/dopa 
decarboxylase (TYDC), ... (Dittrich et al., 1992 ; Gundlach et al., 1992 ; 

20 Mizukami et aL, 1993 ; Tamari et aL, 1995 ; EUard-Ivey et aL, 1996 ; Facchini 
et aL, 1996 ; Ignatov et aL, 1996 ; Lee et al., 1997 ; Yasaki et al., 1997 ; 
Constanbel et Ryan, 1998). 

D' autre part, T exposition de plantes a des vapeurs de MeJa, permet d'eliciter 
25 des mecanismes de defense similaires a ceux induits par des insectes, des 
herbivores, une blessure ou les UV (Farmer et Ryan, 1990 ; 1992 ; Conconi et 
al., 1996b; Ozawa et aL, 2000). Ainsi, les jasmonates, et en particulier le MeJa, 
sont capables dMnduire la biosynthese de proteines de defense et de stress, 
encore appelees JIPs (Jasmonate Induced Proteins), (Reinbothe et aL, 1994). 

30 

De plus, le traitement de plants de Tomate, de Pomme de terre ou de Luzeme 
par le MeJa, induit P expression d'inhibiteurs de protease (Farmer et Ryan, 1990, 
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1992 ; Hildmann et aL, 1992 ; Pena-Cortes et al., 1992 ; Lee et ah, 1996), la 
biosynthese de thionine chez I'Orge (Reinbothe et aL, 1997), de proteines riche 
en proline ou de Vsp (Vegetative storage proteins) des graines de Soja (Stawick 
et al., 1991 ; Creelman et al, 1992 ; Mason et aL, 1992, 1993 ; Berger et al., 
5 1995). 

Enfin, il est egaiement implique dans la regulation de la biosynthese de 
proteines participant a la transduction des signaux en reponse a un stress, 
comme par exemple les lypoxygenases (Saravitz et Siedow, 1996) ou bien 
10 encore la systemine (Reinbothe et al., 1994 ; Bergey et al., 1996). 

De ce fait, il n'est pas etonnant que differentes equipes aient montre une 
diminution de T incidence de certaines maladies suite a un traitement de la plante 
concemee par les vapeurs de MeJa (Cohen et al., 1993 ; Meir et al., 1998 ; 

15 Thomma et aL, 1998 ; Vijayan et al, 1998 ; Thomma et al., 2000). De plus, J.S. 
Thaler (1999) montre que pour de nombreuses plantes, divers mecanismes de 
defense contre I'attaque d'herbivores sont induits par I'intermediaire de la voie 
octadecanoi'que et seraient ainsi impliques dans Tattraction d*ennemis naturels. 
Par exemple, elle demontre que le traitement de plants par TAJ augmente le 

20 parasitisme des chenilles de nuisibles. 

Chez la Vigne, les mecanismes de signalisation impliques dans I'expression des 
reactions de defense ne sont pas encore bien connus. Cependant, on retrouve la 
synthese des trois types de molecules de defense (lignine, proteines de defense 
25 et phytoalexines). En particulier, le role de phytoalexines est notamment tenu 
par une famille de composes originaux : les polyphenols (Deloire et al., 2000). 

Presents en plus ou moins grandes quantites dans tons les organes de la plante, 
les phytoalexines ils sont inductibles au niveau des feuilles et des bales. Ce typo 
30 d'induction est designe sous le terme d'elicitation. Les facteurs d'elicitation (ou 
eliciteurs) peuvent avoir des origines differentes. II pent s'agir : 



wo 03/077881 



PCT/IB03/01020 



14 

d'elicitation biotique, par exemple lors d'une agression par un pathogene 
comme Botrytis cinerea, agent de la Pourriture grise (Jeandet et al., 1995 ; 
Bavaresco et al., 1997), Plasmopara viticola, agent du Mildiou (Dercks et 
Creasy, 1989) ou Phomopsis viticola, responsable de TExcoriose (Hoos et 
5 Blaich, 1990). 

- d'elicitation abiotique par les facteurs environnementaux tels que U.V,, 
temperature, lumiere, asphyxie, agents naturels extraits d'autres plantes (Jeandet 
et al., 1997 ; Langcake et Pryce, 1977b ; Douillet-Breuil et al., 1999), le chlorure 

10 d'aluminium (Adrian et al., 1996) ou Tozone (Sarig et al., 1996). 

Lors d'une elicitation, des phytoalexines comme le trans-resveratrol, le trans- 
piceide, I's-viniferine et le pterostilbene, peuvent etre induits au niveau des 
feuilles et des baies (Soleas et al., 1997). Cette propriete de biosynthese de novo 
des phytoalexines en reponse a un stress, et en particulier apres attaque par un 

15 pathogene, suggere que ces molecules pourraient jouer le role de moyen de 
defense naturelle des plantes. 

Co r61e de molecules de defense est corrobore par certaines etudes qui semblent 
indiquer une correlation etroite entre le niveau de resistance naturelle de la 

20 plante et son aptitude a synthetiser ces molecules. Par exemple, Langcake et Mc 
Carthy (1979) ont mis en evidence une relation entre la resistance de certaines 
especes du genre Vitis a Botrytis cinerea ou Plasmopara viticola et leur capacite 
de biosynthese de phytoalexines (resveratrol et viniferine). De plus, Dercks et 
Creasy (1989) ont montre que les especes resistantes a Plasmopara viticola 

25 produisent cinq fois plus de phytoalexines que les especes sensibles. De meme, 
a rinterieur de Tespece Vinifera, on trouve des cepages plus ou moins tolerants 
a Tattaque par des champignons selon leur capacite de production de 
phytoalexines. 

30 L' elicitation des cellules pent etre operee au moyen d' agents ou de stress divers, 
tels que pression, depression, vide, variation de pression, presence d'un gaz, 
atmosphere variable, temperature, froid, lumiere, cycle de luminosite, radiation. 
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toxine, toxine vegetale, agitation, bacterie, virus, ftzngi, microorganisme, 
ultrason, IR, UV, asphyxie, etc. 

Toute methode d'elicitation connue de rhomme du metier peut etre utilisee pour 
5 preparer un broyat utilisable dans la composition selon Tinvention. 

Ainsi, les broyats utilisables selon Tinvention peuvent prendre toute forme 
connue. On peut, en particulier, citer les broyats aqueux, alcooliques, 
notamment ethanoliques ou encore hydroalcooliques. 

10 

Preferentiellement selon I'invention, le broyat est un broyat aqueux ou un broyat 
sec ou sensiblement sec. 

Avantageusement, le broyat peut dans une etape subsequente etre lyophilise. 
15 Selon une forme avantageuse, le broyat est un broyat des cellules dans leur 
milieu de culture ou dans un extrait de milieu de culture, ledit broyat etant par 
apres avantageusement seche ou lyophilise. 

L' invention a done pour objet une composition cosmetique contenant au moins 
20 un milieu de cellules vegetales dedifferenciees, caracterisee en ce que ledit 
milieu est un broyat, de cellules vegetales dedifferenciees, cultivees dans un 
milieu de culture in vitro et elicitees dans le milieu de culture in vitro, ledit 
broyat etant disperse dans ladite composition ou etant sous une forme apte a etre 
disperse dans ladite composition. Les cellules vegetales sont preferentiellement 
25 cultivees dans un milieu de culture in vitro et sont preferentiellement elicitees 
dans un milieu de culture in vitro pour synthetiser au moins une phytoalexine, 
cette elicitation etant avantageusement operee apres une etape de culture in vitro 
des cellules vegetales sans ou sensiblement sans elicitation pour synthetiser au 
moins une phytoalexine. la composition contient au moins un broyat de cellules 
30 vegetales dedifferenciees et elicitees en culture in vitro pour synthetiser au 
moins une phytoalexine, cette elicitation pour synthetiser au moins une 
phytoalexine etant avantageusement operee apres une etape de culture in vitro 
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de cellules vegetales sans elicitation, dans laquelle ledit broyat contenant au 
moins une phytoalexine comprend au moins 95%, avantageusement au moins 
97%, de preference au moins 99% en poids de 1' ensemble des matieres seches 
issues des cellules vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro, ledit 
5 broyat etant disperse dans ladite composition ou etant sous une forme apte a etre 
dispersee dans ladite composition. 

De maniere preferee, sensiblement tout, voire tout T ensemble des matieres 
seches issues des cellules vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro. 
Au cas ou les cellules sont lavees pour eliminees tout milieu de culture present, 

10 sans affecter la structure membranaire des cellules, il est possible d'obtenir un 
broyat de cellules dedifferenciees elicitees ne contenant pas de milieu de culture 
(par exemple moins de 0,1% en poids par rapport au poids des cellules broyees). 
Avantageusement, le broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees in 
vitro comprend des particules provenant des vacuoles, des particules provenant 

15 du cytoplasme et des particules provenant de la membrane pecto cellulosique, 
ledit broyat contenant au moins 0,1 % en poids de phytoalexine(s). 

Par exemple, la composition contient de 0,005 a 25% en poids, avantageusement 
de 0,005 a 5 % en poids de milieu ou broyat de cellules vegetales 
20 dedifferenciees, ce poids etant calcule sous forme seche. 

De fafon avantageuse, la composition contient un milieu ou broyat de cellules 
vegetales dedifferenciees et elicitees in vitro. De preference, le broyat est un 
broyat sec ou sensiblement sec de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees 
25 en milieu de culture in vitro, ledit broyat sec ou sensiblement sec contenant ime 
teneur en eau inferieure a 25% en poids, avantageusement inferieure a 15% en 
poids, de preference inferieure a 10% en poids. En particulier, ledit broyat sec 
ou sensiblement sec contient une quantite d'eau suffisante pour assurer 
I'integrite de la membrane des cellules avant Tetape de broyage. 

30 

Le broyat a avantageusement une granulometrie moyenne de particules solides 
inferieure a 100 |xm, avantageusement inferieure a 10 [am, de preference 
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inferieure a 1 |j.m. Avantageusement, les particules du broyat ont une 
granulometrie telle que 90% en poids des particules de cellules broyees ont une 
granulometrie comprise dans la plage granulometrie moyenne - 25% jusque 
granulometrie moyenne + 25%. 
5 Selon une forme de realisation particulierCj ledit broyat de cellules vegetales 
dedifferenciees et elicitees en milieu de culture in vitro contient au moins une 
phytoalexine synthetisee par Telicitation des cellules vegetales dedifferenciees 
en milieu de culture in vitro, ou un melange de telles phytoalexines. 

10 Selon une particularite avantageuse d'une forme de realisation, ledit broyat de 
cellules vegetales dedifferenciees et elicitees est un broyat de cellules vegetales 
dedifferenciees et elicitees par un agent dans le milieu de culture in vitro, ledit 
broyat etant sensiblement exempt dudit agent apres elicitation en milieu de 
culture in vitro. 

15 Selon une autre particularite avantageuse d'une forme de realisation, ledit broyat 
de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees est un broyat de cellules 
vegetales dedifferenciees et elicitees par un agent dans le milieu de culture, ledit 
agent etant un agent dont la presence est souhaitee dans la composition 
cosmetique, tel que par exemple, un tensioactif, un agent dispersant, un acide, 

20 etc. 

Selon une forme de realisation preferee, les cellules dedifferenciees sont 
elicitees en milieu de culture in vitro par un agent volatile, en particulier un gaz, 
tel que du CO2. 

25 

Selon une forme de realisation preferee, les cellules dedifferenciees sont 
elicitees en milieu de culture in vitro par un agent physique, en particulier la 
temperature, la lumiere, les champs electromagnetiques, les UV, la pression, 
Vasphyxie, 

30 

Selon un detail d'une forme de realisation, ledit broyat de cellules vegetales 
dedifferenciees et elicitees en milieu de culture in vitro contient au moins un 
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compose terpenique ou tannique ou polyphenolique, ledit compose etant 
synthetise par Telicitation in vitro des cellules vegetales dedifferenciees dans 
leur milieu de culture. 

5 Avantageusement, le broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees en 
milieu de culture in vitro se presente sous la fomie d'une suspension visqueuse 
ou d'un gel ou d'un broyat sensiblement sec, ladite suspension, gel ou broyat 
etant sous une forme dispersible dans la composition. 

10 Selon une forme de realisation particuliere, le broyat de cellules est un broyat de 
cellules de vigne dedifferenciees et elicitees en milieu de culture in vitro. 

Selon un detail d'une forme de realisation preferentielle, la composition contient 
un broyat de cellules dedifferenciees, cultivees et elicitees dans leur milieu de 
1 5 culture in vitro. 

Selon une forme de realisation avantageuse, la composition contient un milieu 
de cellules dedifferenciees et elicitees en milieu de culture in vitro, en particulier 
un broyat de cellules dedifferenciees et elicitees, ledit milieu ou broyat 
20 contenant au moins 0,1 % en poids de stilbenes par rapport au poids sec des 
cellules, en particulier au moins 0,2 % en poids de stilbenes par rapport au poids 
sec des cellules, de preference au moins 0,5 % en poids de stilbenes par rapport 
au poids sec des cellules. 

25 Dans la composition suivant I'invention, le broyat est issu de la culture de 
cellules vegetales dedifferenciees, elicitees en milieu de culture in vitro puis 
sechees des especes Salvia, Coleus, Rosmarinus, Ginkgo, Cannabis, Colchicum, 
.Gloriosa, Asparagus, Arganier, Glycine, Medicago, Mungo, Erythrina, 
Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, Solanum, Borago, Reseda, Amsonia, 

30 Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, Theobroma, Jasminum, Capsicum, 
Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum. Cacao, psoralea coryilfolia, vitex 
negundo, commiphora wighii, eucalyptus punctata, lavandula angustifolia, citrus 
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limon, vanilla planifolia, marrubium vulgare, pilocarpus jaborandi, roses, betula, 
the, et les melanges de cellules de telles especes. 

Selon une forme de realisation possible, la composition suivant 1' invention 
5 comprend des cellules vegetales dedifferenciees elicitees broyees (par exemple 
avec ime granulometrie inferieure a 5p.m) et des cellules vegetales 
dedifferenciees elicitees non broyees ou broyees plus grossierement, les cellules 
vegetales dedifferenciees elicitees non broyees ou broyees plus grossierement 
etant identiques ou differentes aux cellules elicitees broyees et/ou presentant une 
10 elicitation differente des cellules elicitees broyees. Selon une forme de 
realisation particuliere, les cellules vegetales dedifferenciees elicitees sont 
separees en deux fractions distinctes, une premiere etant soumise a un broyage 
fin, tandis que la seconde est soumise a un broyage grossier ou n'est pas broyee. 

15 L 'invention a encore pour objet, un procede de preparation d'une composition a 
usage topique selon T invention. Dans ce procede, on met des cellules vegetales 
dedifferenciees dans un milieu de culture in vitro de maniere a permettre une 
croissance des cellules, on elicite lesdites cellules vegetales differenciees dans 
leur milieu de culture in vitro pendant une periode de temps suffisante pour la 

20 synthese d'une quantite suffisante de metabolite(s), en particulier d'au moins im 
metabolite secondaire, de preference d'au moins une phytoalexine ou d'un 
melange de phytoalexine, et on melange au moins un milieu ou broyat de 
cellules vegetales elicitees du milieu de culture, avec un ou plusieurs excipients 
pour preparer une composition a usage topique, en particulier cosmetique, par 

25 exemple pour le traitement de la peau, des cheveux, du cuir, des ongles, etc.. Les 
cellules elicitees sont broyees avant et/ou apres leur melange avec un ou 
plusieurs excipients de la composition, Bien qu'il soit possible de soumettre les 
cellules dedifferenciees et elicitees en milieu de culture in vitro a un broyage, il 
est avantageux de separer les cellules dedifferenciees et elicitees du milieu de 

30 culture en n'affectant sensiblement pas les membranes des cellules et de 
soumettre lesdites cellules ensuite a un broyage, avantageusement apres une ou 
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des etapes de lavage n'affectant sensiblement pas les membranes des cellules 
et/ou apres une ou des etapes de sechage. 



Selon une forme de realisation particuliere, les cellules vegetales dedifferenciees 
5 sont soumises successivement a des etapes de culture in vitro sans elicitation et a 
des etapes de culture in vitro avec elicitation. 

De fagon avantageuse, on separe des cellules elicitees du milieu de culture in 
vitro, et on soumet ledit extrait a un sechage, suivi d'un broyage. 

10 

Bien qu'il soit possible de lyophiliser les cellules dedifferentiees elicitees 
separees et lavees sans affecter la structure des membranes des cellules et de 
broyer ensuite le lyophilisat, il est avantageux de soumettre les cellules 
dedifferentiees elicitees separees et lavees sans affecter la structure des 

15 membranes des cellules, a un sechage controle de maniere a ne pas affecter 
sensiblement la barriere membranaire (temperature de sechage de moins de 
50°C, teneur en eau des cellules d'au moins 3%, par exemple de 5 a 15%), et 
ensuite a un broyage. Ceci permet de casser les cellules (membranes, 
cytoplasme et vacuoles) lors de Tetape de broyage, de maniere a assurer la 

20 liberation des phytoalexines lors de cette etape. 

L'etape de broyage et/ou Tetape de sechage (en particulier controlee) et/ou 
Tetape de lavage et/ou Tetape de separation des cellules dedifferentiees sont 
avantageusement realisee en presence d'un ou de plusieurs agents antioxydants, 
tels que vitamine E, etc., pour eviter ou reduire toute oxydation d'un ou de 

25 plusieurs composes de la cellules (par exemple de la membrane). 



De preference, on elicite les cellules dans leur milieu de culture in vilxo au 
moyen d'un agent, qui apres extraction des cellules elicitees ne se retrouve pas 
dans le broyat de cellules elicitees. 

Avantageusement, dans le precede suivant Tinvention, on controle l'etape 
d' elicitation desdites cellules vegetales differenciees dans leur milieu de culture 
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in vitro, de maniere a obtenir un milieu contenant au mo ins 0, 1 % en poids de 
stilbenes par rapport au poids sec des cellules dediferentiees, en particulier au 
moins 0,2 % en poids de stilbenes par rapport au poids sec des cellules, de 
preference au moins 0,5 % en poids de stilbenes par rapport au poids sec des 
5 cellules. 

Le milieu ou broyat est par example issu de la culture de cellules vegetales 
dedifferenciees, elicitees en milieu de culture in vitro, puis avantageusement 
sechees, des especes Salvia, Coleus, Rosmarinus, Ginkgo, Cannabis, Colchicum, 

10 Gloriosa, Asparagus, Arganier, Glycine, Medicago, Mungo, Erythrina, 
Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, Solanum, Borago, Reseda, Amsonia, 
Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, Theobroma, Jasminum, Capsicum, 
Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum. Cacao, psoralea coryilfolia, vitex 
negundo, commiphora wighii, eucalyptus punctata, lavandula angustifolia, citrus 

15 limon, vanilla planifolia, marrubium vulgare, pilocarpus jaborandi, roses, betula, 
the, et les melanges de cellules de telles especes. 

Un exemple de preparation de broyat utilisable selon Tinvention est donne par 
ailleiurs dans les exemples. 

20 

La quantite de broyat present dans la composition selon Tinvention est bien 
entendu fonction de Teffet recherche et pent done varier dans une large mesure. 
Pour dormer un ordre de grandeur, on peut utiliser un broyat tel que defini 
precedemment en une quantite representant de 0,01% a 20% du poids total de la 
25 composition et preferentiellement en une quantite representant de 0,1% a 5% du 
poids total de la composition, 

Le broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees en milieu de culture 
in vitro, en particulier pour favoriser la production d'une ou de plusieurs 
30 phytoalexines, est par exemple utilise en tant qu'agent antioxydant, agent anti- 
radicalaire, agent apaisant, agent anti-irritant, agent scavenger de radicaux 
libres. 
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Dans un aspect particulier le precede de rinvention permet robtention d'un 
broyat enrichi en flavonoi'des tels les flavanols, les anthocyanes et les flavonols. 

5 Dans un autre aspect particulier le precede de Tinvention permet Tobtention d*un 
broyat enrichi en composes non flavonoi'des tels les acides phenols, derives de 
Tacide benzoique mais egalement des composes originaux comme les stilbenes, 
les isomeres trans- et cis- du resveratrol et leurs glucosides, les trans- et cis- 
piceides. 

10 

Dans un autre aspect particulier de Tinvention le broyat enrichi en polyphenols, 
phytoalexines et metabolites secondaires retiendrait leurs effets 
pharmacologiques importants. Ainsi, les broyats de Tinvention presentent une ou 
plusieurs activites choisies parmi antioxydant, anti-radicalaire, 
15 antiinflammatoire, anti-proliferative, relaxante, vasculaire,...etc. 

Contrairement aux metabolites primaires, les metabolites secondaires tels que 
les polyphenols s'accumulent dans la plante in vivo en faible quantite. Dans un 
aspect de I'invention afin d'obtenir ces metabolites secondaires en quantite 
20 importante et de fa9on continue et stable, nous avons stimule leur biosynthese 
dans des cultures de cellules standardisees. 

Les cellules vegetales dedifferenciees utilisables dans la composition selon 
rinvention peuvent provenir de toutes les especes de vegetaux connues. 

25 A cet egard on citera les genres Salvia, Coleus, Rosmarinus, Ginkgo, Cannabis, 
Colchicum, Gloriosa, Asparagus, Glycine, Medicago, Mungo, Erythrina, 
Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, Solanimi, Borago, Reseda, Amsonia, 
Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, Theobroma, Jasminum, Capsicum, 
Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum, Cacao, psoralea coryilfolia, vitex 

30 negundo, commiphora wighii, eucalyptus punctata, lavandula angustifolia, citrus 
limon, vanilla planifolia, marrubium vulgare, pilocarpus jaborandi, roses, betula, 
the, etc. 
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Particulierement selon rinvention on utilise des cellules vegetales 
dedifferenciees provenant de vegetaux des genres sequoia, vigne, arganier, 
cacao et chlorophytum, et des combinaisons de celles-ci. 

5 

Bien entendu les broyats de cellules vegetales dedifferenciees utilisables dans la 
composition selon Tinvention peuvent provenir de melanges de cellules 
vegetales dedifferenciees obtenues a partir de genres vegetaux differents et/ ou 
obtenues a partir de materiel vegetal different, lesdites cellules etant elicitees 
10 dans un meme milieu de culture in vitro ou dans des milieux de culture in vitro 
differents (par exemple pour operer des elicitations differentes) . 

Par composition a usage topique on entend des cremes, des onguents, des 
lotions, suspensions, des batons, des shampooings, des gels, des solutions (par 
15 exemple applicable par spray). La composition a usage topique est par exemple 
une composition cosmetique, dermatologique, une composition d'hygiene de la 
peau, un parfum, etc. 

Preferentiellement selon Tinvention, la composition est une composition 
20 cosmetique, particulierement d'application topique. 

La presente invention a en outre pour objet un procede de traitement cosmetique 
de la peau, caracterise par le fait que Ton applique sur la peau, sur les cheveux, 
et/ ou sur les muqueuses, une composition selon Tinvention comprenant au 
25 moins un broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees en milieu de 
culture in vitro, lyophilisees et incorporees ou dispersees dans un produit 
cosmetique. 

Le procede de traitement cosmetique de I'invention peut etre mis en oeuvre 
30 notamment en appliquant les compositions cosmetiques telles que definies ci- 
dessus, selon la technique d'utilisation habituelle de ces compositions- Par 
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exemple: application de cremes, de gels, de serums, de lotions, de laits, de 
shampooings ou de compositions anti-solaires sur la peau. 

Les caracteristiques essentielles de compositions suivant Tinvention, de 
5 precedes suivant Tinvention, et de broyats suivant Tinvention sont donnees dans 
les revendications. Les exemples et compositions suivants illustrent invention 
sans la limiter aucunement, Dans les compositions les proportions indiquees 
sont des pourcentages en poids, 

Dans ces exemples, on a utilise un procede prefere tel que defini en resume ci- 
10 apres. 

Procede d'obtention d^un broyat. 

Etape 1 : Preparation de cellules dedifferenciees et cultives dans un milieu de 
15 culture in vitro 

Etape 2 : Elicitation des cellules dedifferenciees dans le milieu de culture 

Etape 3 : Extraction des cellules dedifferenciees et elicitees en milieu de culture 
20 in vitro, par exemple par filtration du milieu de culture suivi d*une ou de 
plusieurs etapes de lavage, en particulier operees pour ne pas detruire la 
structure des membranes des cellules. Les cellules sont avantageusement lavees 
pour eliminer sensiblement toute trace de milieu d culture, ce lavage etant opere 
de maniere a ne pas detruire la structure de la membrane des cellules. 

25 

Etape 4 : Sechage ou lyophilisation des cellules dedifferenciees et elicitees en 
milieu de culture in vitro, cette operation de sechage etant avantageusement 
operee pour ne pas detruire la stmcture des membranes des cellules. 

30 Cette etape est avantageusement operee a une temperature inferieure a 60*^ C, 
par exemple entre -60° C et 50°C. 
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Etape 5 : broyage (I'etape 5 est avantageusement operee, toutefois dans certains 
cas, cette etape peut slaverer non necessaire). Le broyat contient ainsi 
sensiblement tous les composants sees formant la cellule, a savoir sensiblement 
tous les composant de la membrane, du cytoplasme et des vacuoles. 

5 

Etape 6 : melange et / ou incorporation a un ou des excipients et/ ou a d'autres 
principes actifs ( notamment d*autres cellules/ broyats vegetaux ) pour la 
preparation de la composition a usage topique 

10 

Exemple 1 Realisation d^un broyat de cellules dedifferenciees et elicitees in vitro 
de vigne . 

La premiere etape pour le developpement de cultures cellulaires vegetales 

15 consiste a selectionner la plante produisant les substances recherchees. On 
admet aujourd*hui qu*au sein d*ime meme espece, il existe une variabilite des 
capacites de production d*un metabolite donne, en partie d'origine genetique. 
Lorsque cela est possible, il faudra done exploiter cette variabilite en 
selectionnant le meilleur genotype, c'est-a-dire le plus productif pour le 

20 metabolite recherche. A partir de fragments aseptises d'un organe de plante 
choisie (feuille, tige, racine...), places in vitro sur un milieu solide (gelose), on 
parvient a induire des proliferations primaires. Ainsi, apres quelques semaines 
de mise en culture, il se forme, au niveau des explants, des amas cellulaires 
indifferencies, appeles cals. La croissance de ces cals sera maintenue par 

25 repiquages successifs sur un milieu nutritif neuf. Les conditions de culture vont 
alors induire T apparition spontanee d'une variabilite morphologique et 
metabolique entre cals issus d'lme mSme plante ou d'lm meme explant. 
Cependant, le maintien de conditions environnementales constantes tend a 
diminuer cette variabilite. Ainsi, apres une a deux annees de repiquages 

30 reguliers, on obtient une collection de souches stables presentant des 
caracteristiques de croissance et de production de metabolites tres differentes. 
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A ce stade, il est alors possible de selectionner, a I'aide de tests bien definis, la 
ou les souches produisant les composes d'interet en quantite importante. Le 
passage de ces cals en milieu liquide pemiet ensuite de s'ori enter vers des 
volumes de production plus importants, tout d'abord en fioles de 250 ml, et plus 
5 tard en bio-reacteur (20 Litres et plus). Les suspensions cellulaires ainsi 
obtenues, formees d'agregats et de cellules isolees, peuvent encore presenter une 
heterogeneite (variabilite somaclonale). Une selection supplementaire est alors 
effectuee pour obtenir des lignees cellulaires hautement productrices. En 
complement de ce clonage, la production du metabolite d'interSt pent egalement 

10 etre optimisee par la modification des conditions de culture conduisant a 
elaboration de milieux, dits milieux de production. Ce milieu est identique au 
milieu d'entretien des cellules a T exception de la concentration en saccharose 
qui est multipliee par deux. Lors de leur culture dans un milieu de production, 
les lignees cellulaires hautement productrices de Vigne cepage Cabernet 

15 Sauvignon sont elicitees dix jours apres Tinoculation, par la lumiere UV 254 run 
a Taide d'une lampe Wilber-Lourmat T-30C (600 |liWW), mise a une distance 
de Im en eclairage direct au-dessus des cellules pendant 10 minutes, ce qui 
induit une accumulation considerable des polyphenols, en particulier des 
stilbenes, dans les cellules. Ce moyen d'elicitation ne forme evidemment aucxme 

20 impurete dans la culture cellulaire. En fin de culture, c'est-a-dire trois jours 
apres Telicitation, les cellules vegetales sont filtrees potir eliminer le milieu de 
culture restant et sont rincees a I'eau froide (4°C). On obtient ainsi \me biomasse 
fraiche d'environ 350 grammes par litre de culture Les cellules extraites sont 
ensuite sechees et broyees. Un sechage plus ou moins important est realise afin 

25 d' obtenir le broyat de cellules de Vigne dedifferenciees et elicitees in vitro, sous 
forme d'une suspension visqueuse ou d'un gel ou d'une poudre sensiblement 
seche. En controlant la vitesse de sechage et la teneur en eau des cellules, 
avantageusement entre 3 etlO%, il est possible de ne pas detruire la membrane 
des cellules avant I'etape de broyage, ceci permet que les phytoalexines 

30 contenues dans les cellules, en particulier dans les vacuoles des cellules et/ou 
dans la membrane, soient liberees au moment de I'etape de broyage,, Dans le 
cas de cellules sensiblement seche, on obtient apres lyophilisation a Taide d'un 
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appareil Virtis (Uni-Trap 10-100) environ 20 grammes de biomasse seche par 
litre de culture. La poudre obtenue apres broyage a Taide d'un broyeur type 
Mortier, est legere, ultrafine (taille des particules inferieure a 10 (im) et de 
couleur beige — clair. 

5 

Les cellules elicitees et sechees sont broyees pour former des particules 
presentant une granulometrie moyenne (en poids) comprise entre 1 et 10|Lim. II 
est possible le cas echeant de soumettre le broyant a une separation 
granulometrique (tamis, etc.) pour ne conserver que des particules d'une plage 
10 de granulometrie determinee, par exemple de la plage 5 - lOpm, 1-5 |Lim, moins 
de Sfxm, etc. 



Les cellules dedifferenciees ont ete preparees a partir de matieres diverses et ont 
15 ete elicitees au moyen d'agents divers. Ces doimees sont reprises dans le 
tableau suivant : 



Exemple 1 (vigne) 


matiere dont les cellules 

dedifferenciees 

proviennent 


Type d'elicitation 


lA 


rameau de moins d'un an 
d'age 


rayon UV pendant 3 
jours 


IB 


cuticule de raisin mur 


gaz carbonique pendant 

24 heures 


IC 


cuticule de raisin vert 


gaz carbonique pendant 2 
jours 


ID 


pepin de raisin 


rayon UV et gaz 
carbonique pendant 5 
jours 


IE 


racine 


rayon UV pendant 12 
heures 
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IF 


feuille verte 


rayon UV pendant 15 
heures 


IG 


bourgeon 


rayon UV pendant 75 
heures 


IH 


residu d'une etape de 
pressage 


rayon UV pendant 2 jours 


1 I 


residu d'une etape de 
pressage 


rayon UV pendant 3 jours 



On notera de plus qu'il est interessant d'effectuer T operation de broyage des 
cellules dedifferentiees et elicitees en presence d'un ou de plusieurs agents ou 
excipients de la composition cosmetique de maniere a assurer la liberation des 
5 phytoalexines dans au moins certains agents de la composition cosmetique. 

Exemple 2 Determination par HPLC de la teneur en stilbenes dans des cellules 
de vigne elicitees (exemple 1 A) et non elicitees. 

10 Materiels et methodes: 

- Pompe Bischoff Model 2.200 

- Injecteur automatique Alcoot Model 788 autosampler 

- Colonne Ultrasep CI 8 (30 cm x 0,18 cm) 6 mm de porosite 
Detecteur de fluorescence, Jasco 821-FI 

15 La detection de la fluorescence a ete effectuee avec une excitation a 300 nm et 

une emission a 390nm. L'eluant utilise est compose de methanol : eau, 40:60 
(v/v) dont le pH 8,3 a ete ajuste avec du KOH IM. 
Resultat: 

La teneur en stilbenes est d' environ 1 % par rapport au poids de matiere seche 
20 des cellules de Vigne elicitees in vitro. La teneur en phytoalexines demeure 
inferieure a 0,05 % dans les cellules non elicitees. Cette teneur elevee en 
stilbene (20 fois plus) est un moyen de controle de I'etape d'elicitation, et done 
du procede de fabrication d'un broyat suivant Tinvention. Vu la concentration 
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importante en stilbene dans la broyat suivant Tinvention, il est possible par des 
precedes d' extraction, de distillation, de crystallisation, etc. de produire des 
milieux encore plus concentres en stilbenes ou phytoalexines, voire de produire 
des photoalexines sensiblement pures. 
5 Les compositions selon 1' invention presenteront done un rapport teneur en 
phytoalexines/teneur en membrane cellulaire broyee important par rapport au 
rapport phytoalexines/teneur en membrane cellulaire broyee pour des cellules 
vegetales non elicitees et/ou naturelles. 

10 Exemple 3 Activite phamiacologique d'un broyat de vigne : antioxydant 

L'activite anti-radicalaire du produit obtenu selon Texemple lA a ete etudiee in 
vitro. Nous avons utilise un modele d'epidermes reconstitues SKINETHIC®, 
permettant de reveler cette activite par dosage du malondialdehyde (MDA), 
apres son induction par des rayons ultraviolets B. 

15 

Repartition des epidermes 

L'essai a ete conduit en triplicate, apres 24 heures de contact du produit ( broyat 
de I'exemple lA) avec les epidermes. Des keratinocj^es d'origine humaine sont 
20 ensemences sur des filtres en polycarbonate de 0,63 cm^ dans un milieu defini 
(MCDB 153 modifie) et supplemente. Les cellules sont cultivees pendant 14 
jours a rinterface air/ liquide, le milieu de culture etant change tous les deux 
jours. 

25 Les epidermes ainsi formes ont ete utilises pour la realisation de I'etude a partir 
du 17eme jour de la culture. 

Lots d'epidermes reconstitues SKINETHIC®: 

30 - Lot 1 : 3 epidermes temoins ne recevant ni produit ni irradiation 

- Lot 2 : 3 epidermes irradies aux UVB (150 mJ/cm^) 

- Lot 3 : 3 epidermes traites avec la SOD+Catalase 4- UVB (150 J/cm^) 
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- Lot 4 : 3 epidermes traites avec broyat (0,1%) 

- Lot 5 : 3 epidermes traites avec broyat (0,5%) 

- Lot 6 : 3 epidermes traites avec broyat (1%) 

- Lot 7 : 3 epidermes traites avec broyat (0,1%) 4- UVB (150 mJ/cnr) 
5 - Lot 8 : 3 epidermes traites avec broyat (0,5%) + UVB (150 mJ/cm^) 

- Lot 9 : 3 epidermes traites avec broyat (1%) + UVB (150 mJ/cm^) 

Dosage du malondialdehyde (MDA) : indice de lipoperoxydation 

10 Extraction du malondialdehyde (MDA) 

24 heures apres le traitement des epidermes reconstitues SKINETHIC®, les 
cellulaires ont ete remises en suspension dans : 

15 - 250 |ul de tampon Tris 50 mM, pH 8 contenant NaCl 0, IM; EDTA 20 mM 

- 25 lal de SDS a 7% 

- 300jaldeHCl(0,lN) 

- 38 ^il d'acide phosphotungstique a 1% dans Teau 

- 300 |Lil d'acide thiobarbiturique a 0,67% dans Teau 

20 

Apres 1 heure d'incubation dans I'obscurite a 50°C et un refroidissement dans 
I'eau glacee, 300 |il de n-butanol ont ete ajoutes dans chaque tube. Ceux-ci ont ete 
centrifuges a 10 000 g a 0°C pendant 10 minutes. La phase superieure a ete 
recuperee povu* le dosage du MDA. 

25 

Dosage du malo ndialdehvde HVIDA;^ 

Le MDA a ete dose par mesure de la fluorescence apres separation du complexe 
MDA-TBA parHPLC, 
30 - PompeBischoff Model 2.200 

- Injecteur automatique Alcoot Model 788 autosampler 
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- Colonne Ultrasep C18 (30 cm x 0,18 cm) 6 mm de porosite 

- Detecteur de fluorescence, Jasco 821-.FI 

La detection de la fluorescence a ete effectuee avec une excitation a 515 nm et une 
emission a 553nm. L'eluant utilise est compose de methanol : eau, 40:60 (v/v) dont 
5 le pH 8,3 a ete ajuste avec du KOH IM. 

La quantification a ete faite par rapport a des standards traites comme les 
echantillons (0,125; 0,25; 0,5 et 1 ]uM) a I'aide d'un logiciel informatique ICS (Pic 
3) (Instrumentation Consommable Service). 

10 

Dosage des proteines 

Le dosage des proteines a ete realise selon la methode de BRADFORD. 
L' augmentation de Tabsorbance a 595 nm est proportionnelle a la concentration 
15 des proteines determinees a I'aide d'un spectrophotometre UNICAM 8625. 

Resultats 

Dosage du malondialdehyde (MDA) dans I'homogenat cellulaire 

20 

Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous : 





MDA (jxM/mg proteines) 


Variation de 
MDA (en %) par 
rapport au 

temoin 


T6moin 


546 + 40,81 




broyat(0,l%) 


445,3 ± 57,72* 


- IB (diminution) 


broyat ( 0,5%) 


409,5 ± 48,58* 


- 25(diminution) 


broyat (1%) 


325,5 ± 28,85* 


- 40(diminution) 
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* Significativement different par rapport au temoin : p < 0,005 (Wilcoxon Rank 
Sum Test). 

Les resultats obtenus revelent une protection du broyat significative vis-a-vis de la 
5 lipoperoxydation physiologique aux dilutions 0,1 ; 0,5 et 1% respectivement de 
18%, 25%et40%. 

Lipoperoxydation provoquee 

10 Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous : 





A/TP* A 

((j.M/mg proteines) 


Variation de MDA 
(en %) par rapport 
au temoin avec 
UVB 


Temoin 


546 + 40,81 




UVB(150mJW) 


792,4 ±59,4 


(accroissement de 
45% par rapport au 
temoin sans UVB) 


SOD/Catalase + UVB 
(ISOmJ/cm^) 


482,5 ±22,1 


-39(diminution) 


broyat (0,1%) + UVB 
(150 mjW) 


545 ± 43,4** 


-31 (diminution) 


broyat (0,5%) + UVB 
(ISOmJ/cm^) 


485,5 ± 35,6** 


-39(diminution) 


broyat (1%) + UVB 
(150mJ/cm^) 


420,3 ±46,3* 


-47(diminution) 



* Significativement diff6rent par rapport au temoin p < 0,005 (Wilcoxon Ratik Sum 
Test). 
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Significativement different par rapport au temoin p < 0,05 (Wilcoxon Rank Sum 
Test). 

Les resultats obtenus revelent une protection significative du broyat vis a vis de la 
5 lipoperoxydation provoquee par les rayons ultraviolets B (150 mJ/cm^) aux 
concentrations de 0,1 ; 0,5 et 1% respectivement de 31%, 39% et 47% 
comparativement aux enzymes protectrices SOD/catalase (39%). 

Dans les conditions experimentales retenues, le broyat est apparu presenter une 
10 activite anti-radicalaire significative au niveau des epidermes reconstitues 
SKINETHIC® apres 24 heures de contact. Cette activite a ete revelee par le dosage 
du MD A. 



En effet, les dosages du MDA montrent que le broyat etudie aux concentrations de 
15 0,1 ;0,5etl%: 

- diminue significativement le taux du MDA physiologique respectivement 
de 18%, 25%et40%. 



- protege significativement les cellules contre la lipoperoxydation provoquee 
20 par les rayons ultraviolets B (UVB 150 mJ/cm^) en diminuant le taux de MDA 
induit de 31%, 39% et 47%> comparativement a la SOD-catalase qui diminue le 
taux de MDA de 39%. 



25 En conclusion, le broyat presente un effet anti-radicalaire aussi bien dans des 
conditions physiologiques que dans les conditions d' induction par les 
rayonnements ultraviolets B. II ressort de cet essai que le broyat presente un effet 
anti-radicalaire significatif. 

Compte tenu du model retenu (epiderme reconstitue), il peut d'ores et deja etre 
30 envisage d'utiliser broyat dans des preparations a usage topique a la dose minimale 
active de 0,1%. 
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Exemple 4 Recherche de Teffet du produit sur la vitesse de respiration 
fconsommation d'oxygene en nanoatome d'oxygene par million de cellules et 
par minute) 

5 Cette experience a ete realisee selon 2 conditions differentes : 

- Effet sur la vitesse de respiration basale cellulaire au niveau des cellules 
non permeabilisees et en presence du glucose pour evaluer la respiration cellulaire. 

10 - Effet sxir la vitesse de la respiration des cellules permeabilisees en presence 

du substrat respiratoire, pyruvate-malate, pour evaluer la respiration 
mitochondriale. 

Cette etude a ete realisee sur des keratinocytes humains en culture dissocies a 
15 la trypsine. 5 a 10 millions de keratinocytes en culture ont ete mis en suspension 
dans 1 ml de milieu Hanks-Hepes a 30''C contenant du glucose (20 mM). La 
respiration a ete suivie en temps reel et exprimee en nanoatomes d'oxygene 

consommes par minute et pax 10^ cellules. L'addition de differentes quantites du 
produit dans la cuve de Toxygraphe a permis de mettre en evidence une eventuelle 

20 stimulation ou inhibition de la respiration. 

La quantite d'oxygene dissous dans un milieu d'incubation a ete determinee a 
I'aide d'une electrode de Clark. L'oxygene qui diffuse a travers un film de teflon 
est reduit au niveau de la cathode de platine polarisee a -0.8 Volt. Dans ces 
conditions le courant passant entre cette cathode et T anode d' argent est 

25 proportiormel a la concentration en oxygene dans la solution. Le pont ionique est 
assure par une solution de KCl demie saturee. L' acquisition et le traitement des 
mesures sont faits sur un micro-ordinateur. 
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- Effet sur la vitesse de la respiration basale cellulaire 

Get essai a ete effectue sur des cellules entieres non permeabilisees en 
presence du glucose. 

5 Les essais ont ete realises a partir d'une solution mere du produit a 0,3%, 

Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous : 

Vitesse de la respiration basale cellulaire 



broyat 

( 10.1 de produit) 


0.00 


2 


5 


10 


50 


100 


Respiration 
basale 

(natomes/minute/ 
106 cel.) (n=3) 


1,15 ± 
0,5 


1,22±0,21 


1,31± 0,14 


1,58± 
0,64 


2,30d= 
0,27 


2,58± 
0,21 


% de la 
respiration 
cellulaire basale 


100 


106 


114 


137 


200 


224 



10 - Effet sur la Vitesse d e la respiration mitochondriale 

Get essai a ete realise sur les cellules permeabilisees en presence du substrat 
respiratoire, pyruvate-malate. 

Les resultats sont regroupes dans le tableaux ci-dessous. 

15 

Vitesse de respiration mitochondriale en presence du pyruvate-malate. 



Broyat 
( |j,l de produit) 


0.00 


2 


5 


10 


50 


100 


Respiration 
pyruvate 
(natomes/minute/ 

106 cel.) (n=3) 


1,58± 
0,12 


1,98± 
0,05 


2,05± 
0,14 


2,25± 
0,42 


2,5 8± 
0,22 


3,02± 
0,38 


% de la 
respiration 
pyruvate 


100 


125 


130 


142 


163 


191 
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Les resultats montrent que le broyat, a differentes doses, augmente la vitesse 
de la respiration (consommation d'oxygene) aussi bien au niveau des cellules 
entieres non penneabilisees (en presence de glucose), traduisant une augmentation 
5 de la respiration basale cellulaire, qu*au niveau des cellules penneabilisees (en 
presence du pyruvate-malate), traduisant une augmentation de la respiration 
mitochondrials 

Exemple 5 Recherche de Teffet du produit sur la vitesse de synthese d'ATP en 
10 nmoles par million de cellules et par minute. 

Cette etape a ete realisee selon 2 conditions differentes : 

- Effet sur la vitesse de synthese d'ATP au niveau des cellules non 
15 penneabilisees et en presence du glucose pour evaluer la vitesse de synthese 

cellulaire, 

- Effet sur la vitesse de synthese d'ATP au niveau des cellules penneabilisees 
en presence du substrat respiratoire, pyruvate-malate, pour evaluer la vitesse de 

20 synthese mitochondriale. 

Cette etude a ete realisee sur des keratinocytes humains en culture dissocies a 
la trypsine. 5 a 10 millions de keratinocytes en culture sent mis en suspension dans 
1 ml de milieu Hanks-Hepes a 30°C contenant du glucose (20 mM). L'addition de 
25 differentes quantites du produit dans la cuve a permis de mettre en evidence une 
eventuelle activation ou inhibition de la vitesse de synthese d'ATP. 

La quantite d'ATP presente dans le milieu a ete determinee grace a la 
reaction enzymatique suivante : 

Luciferase 

30 ATP + LUCIFERINE OXYLUCIFERINE + AMP + Ppi +CO2 + hv 

Mg2+ 
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EUe s'effectue dans un appareil de type Luminoscan en utilisant TATP 
monitoring reagent (ATP Bioluminescence Assay Kit HS II) de Boehringer 
Mannheim. 

5 

L'intensite de la lumiere emise lors de cette reaction a ete mesuree par un 
luminometre (Luminoscan) qui la transcrit en RLU (unite relative de luminosite). 
Les RLU mesurees ont ete converties en mole d'ATP en se referant a une gamme 
etalon d'ATP . 

10 

- Effet sur la vitesse de synthese d'ATP : taux de synthese cellulaire basale 

Get essai a ete realise sur des cellules entieres non permeabilisees en presence 
de glucose. Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous. 
15 Vitesse de synthese d*ATP 



BROYAT 

( (il de produit) 


0.00 


2 


5 


10 


50 


100 


Vitesse de synthese 
(nmolesATP/mn/106 cel.) 
(n=3) 


2,58± 
0,15 


2,65± 
0,12 


3,08± 
0,22 


3,12i 
0,30 


5,80± 
0,95 


5,95± 
0,72 


% de synthese cellulaire 


100 


103 


119 


121 


225 


231 



- Effet sur la vitesse de svn these d'ATP mitochondriale 
20 Vitesse de synthese d*ATP mitochondriale en presence du pyruvate-malate. 



BROYAT 
( ^il de produit) 


0.00 


2 


5 


10 


50 


100 


Vitesse de synthese 
(nmolesATP/mn/l 06 
cel.) (n=3) 


4,15± 
0,22 


4,95± 
0,16 


4,95± 
0,18 


5,02d= 
0,16 


5,75± 
0,28 


7,58± 
0,85 


% de synthese 
mitochondriale 


100 


119 


119 


121 


139 


183 
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Les resultats montrent que le broyat, a differentes closes, augmente la vitesse 
de synthese d'ATP aussi bien au niveau des cellules entieres non permeabilisees (en 
presence du glucose), traduisant une augmentation de la synthese d'ATP cellulaire, 
5 qu'au niveau des cellules permeabilisees (en presence du pyruvate-malate ) 
traduisant une augmentation de la synthese mitochondriale. 

Exemple 6 Recherche de Teffet du produit sur le metabolisme energetique des 

10 cellules en culture. Dosage des nucleotides adenyliques cellulaires ( ATP, ADP 

et AMP^ en nmoles/mg de proteines. et calcul de la charge energetique (CE^ des 
cellules traitees 5 jours par le produit. 

Les keratinocytes humains ont ete mis en culture durant 5 jours en absence et 
15 en presence du produit (10^ cellules par mesure). 

Une fois trypsinisees, les cellules ont ete recoltees et les concentrations des 
nucleotides adenyliques ont ete determinees par HPLC. 

Get essai a ete realise sur des cellules entieres non permeabilisees. 

20 

Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous. 



Doses 


[ATP] 


[ADPl 


[AIVIP] 


[ATP/ADP] 


Somme 


C.E. 


controle 


4222 


1014 


748 


4.16 


5984 


0.79 


0,02% 


4532 


1435 


837 


3.16 


6804 


0.77 


0,05% 


5292 


1327 


779 


3.99 


7398 


0.80 


0,1% 


6184 


1231 


796 


5.02 


8211 


0.83 


0,5% 


6848 


2195 


978 


3.12 


10021 


0.79 


1% 


7791 


2532 


1131 


3.08 


11454 


0.79 



Les concentrations en ATP, ADP et AMP sont exprim6es en nmoles/mg proteines 
25 (n = 3). 

Somme = [ATP] + [ADP] + [AMP] 

Charge energetique (C.E.) = [ATP] + 1/2[ADP]/([ATP] + [ADP] + [AMP]) 
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Les resultats montrent que le broyat, a differentes doses, augmente d'une fagon 
dose-dependante : 

- la concentration de I'ATP synthetise, 

- la concentration to tale des nucleotides adenyliques cellulaires. 

5 

Par ailleurs, la charge energetique (CE) a demeure constante, traduisant un 
equilibre energetique stable entre les nucleotides adenyliques : 

ATP > ADP + Pi 

ATP > AMP + PPi 

10 (Pi : phosphate inorganique) 

Ces resultats sont en parfaite correlation avec ceux obtenus au cours des 2 
premieres etapes, et confirment bien que le produit entraine une stimulation du 
metabolisme energetique cellulaire. 

15 

Exemple? Etude de la tolerance d'un broyat de vigne 

Une etude de tolerance cutanee et oculaire in vitro a ete realisee a titre 
preliminaire en vue de Telaboration de preparations cosmetiques. 
Ces essais ont revele une parfaite tolerance locale (cutanee et oculaire) du broyat 
20 a la concentration de 0,3%. 

Les broyats de cellules peuvent etre directement utilises pour former des 
compositions cometiques a usage topique. 

On domiera ci-apres quelques exemples, non limitatifs, de telles compositions a 
usage topique 

25 

Exemple 8 Dispersion de cellules de vigne elicitees et entieres dans une base 
cos^ietique 

Les cellules de vigne sont obtenues comme decrit dans les exemples lA a IL 
Les cellules de ces exemples ont ete utilisees separement ou en melange pour la 
30 preparation d'une composition cosmetique. Les cellules sont dispersees apres 
lyophilisation sans avoir ete broyees dans la base suivante : 
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Eau deionisee 


85,61 


% 


Huile minerale 


9, 00 


% 


Alcool cetylique 


3, 00 


% 


ceteareth - 20 


0, 75 


% 


cellules de vigne 


0, 20 


% 


fragrance 


0, 15 


% 


carbomer 


0, 10 


% 


methylchloroisothiazoline 







et methylisothiazoline [kathon CG] 0, 065 % 
10 - hydroxyde de sodium ( 45 % ) 0, 06 % 
hydroxyanisole butylee 0, 06 % 

TOTAL 100, 00 % 

15 La composition obtenue montre une dispersion homogene des cellules dans la 

creme et ime granulometrie tres fine. L'etude de proprete a montre 1' absence de 
germes et champignons ainsi qu'une remarquable stabilite de la composition. 
Le resultat obtenu ayant ete teste dans une etude transcutanee a permis de voir 
le passage des principes actifs notamment les polyphenols a travers le tissu 

20 cutane. , 

Exemple 9 Dispersion de cellules de vigne elicitees et broyees dans une base 
cosmetique 

Les cellules de vigne sont obtenues comme decrit dans les exemples lA a II. 
25 Les cellules de ces exemples ont ete utilisees separement ou en melange pour la 
preparation d'une composition cosmetique. Les cellules sont dispersees apres 
lyophilisation et broyage dans la base suivante : 



- eau deionisee 85, 61 % 

- huile minerale 9,00 % 
30 - alcool cetylique 3, 00 % 

- ceteareth -20 0,75 % 

- cellules de vigne 0,20 % 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 
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fragrance 0, 15 % 

- carbomer 0, 10 % 

- methylchloroisothxazoline 

et methylisothiazoline [kathon CG] 0, 065 % 
5 - hydroxyde de sodium ( 45 % ) 0,06 % 

- hydroxyanisoie butylee 0, 06 % 

TOTAL 100, 00 % 

La composition obtenue montre xme dispersion homogene du broyat de cellules 
10 dans la creme et une granulometrie tres fine. L'etude de proprete a montre 

r absence de germes et champignons ainsi qu'une remarqnable stabilite de la 
composition. Le resultat obtenu ayant ete teste dans une etude transcutanee a 
permis de voir le passage des principes actifs notamment les polyphenols a 
travers le tissu cutane. 

15 

Exemple 10 Dispersion de cellules de vigne elicitees et entieres dans une base 
cosmetique 

Les cellules de vigne sont obtenues comme decrit dans les exemples lA a II. 
Les cellules de ces exemples ont ete utilisees separement ou en melange pour la 
20 preparation d'une composition cosmetique. Les cellules sont dispersees apres 

lyophilisation sans avoir ete broyees dans la base suivante : 



- eau 46,89 % 

- laureth sulfate de sodium ( 25% ) 36, 40 % 

- PEG-7 glyceryl cocoate 2, 00 % 
25 - laureth-2 1,50% 

laureth- 1 1 carboxylate de sodium 4, 00 % 

cocamidopropyl betaine & acide benzoique 3, 48 % 

chlorure de sodium 1,60% 

- propylene glycol 1, 00 % 
30 - parfum 0, 13 % 

- PEG-40 huile hydrogenee de castor 

& propylene glycol & eau 0, 50 % 
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- oleth-10 


0, 50 % 


- phosphate de sodium 


0, 30 % 


- phosphate dissodique 


0, 08 % 


acide citrique ( 50 % ) 


0, 52 % 


- benzoate de sodium 


0, 50 % 


cellules de vigne 


0, 20 % 


acide salicylique 


0, 20 % 


ph6noxye11ianol 


0, 20 % 


TOTAL 


100, 00 % 



10 

La composition obtenue montre une dispersion homogene des cellules dans la 
creme et une granulometrie tres fine. L' etude de proprete a montre 1' absence de 
germes et champignons ainsi qu'une remarquable stabilite de la composition. 
Le resultat obtenu ayant ete teste dans une etude transcutanee a permis de voir 
15 le passage des principes actifs notamment les polyphenols a travers le tissu 

cutane. 

Exemple 11 Dispersion de cellules de vigne eli citees et brovees dans une base 
cosmetique 

Les cellules de vigne sont obtenues comme decrit dans les exemples lA a II. 
20 Les cellules de ces exemples ont ete utilisees separement ou en melange pour la 
preparation d'une composition cosmetique. Les cellules sont dispersees apres 
lyophilisation et broyage dans la base suivante : 
- eau 46,89 % 



- laureth sulfate de sodium ( 25% ) 36, 40 % 
25 - PEG-7 glyceryl cocoate 2, 00 % 

- laureth-2 1,50% 

- sodium laureth- 11 carboxylate 4, 00 % 

- cocamidopropyl betaine & acide benzoique 3, 48 % 

- chlorure de sodium 1,60% 
30 - propylene glycol 1* 00 % 

- parfum 0, 13 % 

- PEG-40 huile hydrogenee de castor 
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& propylene glycol & eau 0, 50 % 



oleth-lO 


0, 50 % 


phosphate de sodium 


0, 30 % 


phosphate disodique 


0, 08 % 


acide citrique ( 50 % ) 


0, 52 % 


benzoate de sodium 


0, 50 % 


broyat de cellules de vigne 


0, 20 % 


acide salicylique 


0, 20 % 


phenoxyethanol 


0, 20 % 



10 

TOTAL 100, 00 % 

La composition obtenue montre une dispersion homogene du broyat de cellules 
dans la creme et une granulometrie tres fine. L' etude de proprete a montre 
15 r absence de germes et champignons ainsi qu'une remarquable stabilite de la 

composition. Le resultat obtenu ayant ete teste dans une etude transcutanee a 
permis de voir le passage des principes actifs notamment les polyphenols a 
travers le tissu cutane. 

20 Exemple 12 Cremes 

-phase aqueuse A : eau demineralisee associee a un produit hydratant 
-phase huileuse B : emulsionnant + emoUiant + huile 
-phase C : conservateur, parfum 
25 -phase D : produit actif : broyat de cellules de Vigne dedifferenciees et elicitees, 
sous forme d'une suspension visqueuse ou d'un gel ou d'une poudre 
sensiblement seche. 

Exemple 13 Lotions 

30 

contenant seulement une ph^se aqueuse A : eau demineralisee, propylene glycol, 
conservateur, parfum et produit actif: broyat de cellules de Vigne 
dedifferenciees et elicitees, sous fomie d'une suspension visqueuse ou d'un gel 
ou d'une poudre sensiblement seche. 
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Exemple 14 Shampooings 

contenant seulement une phase aqueuse A a base d'eau demineralisee, 
5 detergents, moussants, epaississants, parfum et produit actif : broyat de cellules 
de Vigne dedifferenciees et elicitees, sous forme d'une suspension visqueuse ou 
d'un gel ou d'une poudre sensiblement seche. 

Exemple 15 Gels 

10 -On considere les hydrogels et les oleogels, obtenus par adjonction a la phase 
aqueuse A ou a la phase huileuse B d'agents de type emulsifiant et epaississant. 
-phase C : parfum, conservateur 

-phase D : broyat de cellules de Vigne dedifferenciees et elicitees, sous forme 
d'une suspension visqueuse ou d'un gel ou d'une poudre sensiblement seche. 

15 

Exemple 16 Solutions 

Solutions contenant seulement une phase aqueuse A essentiellement a base 
d'eau demineralisee, parfum, conservateur et produit actif : broyat de cellules de 
20 Vigne dedifferenciees et elicitees, sous forme d'une suspension visqueuse ou 
d'un gel ou d'une poudre sensiblement seche. 

Exemple 17 Laits 

25 -phase aqueuse A : essentiellement a base d'eau desionisee 
-phase huileuse B : huile + emulsionnant + emoUiant 
-phase C : conservateur + produit hydratant 

-phase D : produit actif : broyat de cellules de Vigne dedifferenciees et elicitees, 
sous forme d'une suspension visqueuse ou d'upci gel ou d'une poudre 
30 sensiblement seche. 
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Dans les exemples donnes ci-dessus, concemant les cremes, gels ou laits, les 
differentes phases A, B, C et D, dans des proportions qui peuvent varier entre 
elles en fonction des applications souhaitees, sont melangees de maniere 
habituelle, comme le realise habituellement THomme de Tart dans ce domaine. 

5 

Concemant les lotions, solutions et shampooings, la composition a usage 
topique contient les differents constituants, dont on pent varier les teneurs en 
fonction des applications, melanges dans la seule phase aqueuse, comme le 
realise habituellement THomme de Tart dans ce domaine. 

10 

La proportion du broyat de cellules de Vigne dedifferenciees et elicitees, sous 
forme d'une suspension visqueuse ou d'un gel ou d'une poudre sensiblement 
seche est fonction de la nature de la composition a usage topique et de 
I'application souhaitee. EUe est avantageusement comprise entre 0,01 et 5 %, 
15 mais peut atteindre jusqu'a 25 %. 

Evidemment, I'invention n'est pas limitee aux exemples de realisation donnes 
ci-dessus et il est possible de realiser la composition a usage topique sous 
d'autres formes, telles que huile, onguent, laques, fards (fond de teint, poudre, 
20 rouge a levres, crayon, mascara, ombre a paupieres) qui entrent aussi dans le 
cadre de Tinvention. 

Egalement, T invention n'est pas limitee aux cellules de Vigne et peut 
s'appliquer a d'autres types de cellules vegetales, du moment qu' elles puissent 
25 etre obtenues sous forme dedifferenciees et qu' elles puissent subir une 

elicitation menant a une accumulation de metabolites secondaires en quantite 
suffisante pour permettre Tactivite biologique en usage topique. 

Dans tous les cas, on obtient une composition a usage topique qui contient un 
30 broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees, sous forme d'une 
suspension visqueuse ou d'un gel ou d'une poudre sensiblement seche. 
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Exemple 18 

On a repete Texemple 1, en utilisant des cellules vegetales dedifferenciees 
provenant d'esp^ces vegetales differentes ou de melanges d'especes vegetales 
5 differentes. Dans ces exemples, on a utilise des ecorces, des pepins ou des 
graines, des racines , des feuilles, des tiges, des bourgeons, des fruits, peau ou 
cuticule pour obtenir des cellules vegetales dedifferenciees. 

Le tableau suivant reprend les especes vegetales utilisees : 



Exemple 18 


Especes vegetales 


A 


Rosmarinus 


B 


Cotiea 


C 


Cacao 


U 


Mungo 


±2/ 


v^oit/iucum 


F 


Jasminum + Iris 


G 


Capsicum 


H 


Pilocarpus 


I 


Sequoia 


J 


Solanum 


K 


Chlorophytum 


L 


Ginkgo 


M 


digitalis 


N 


Salvia 


O 


Taxus 


P 


Papaver 


Q 


Salvia + rosmarinus 


R 


Roses 


S 


the 
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T 


Betula 


U 


Vigne + citrus + ginko 



Exemple 19 Activite antioxydante de broyats de differentes especes vegetales : 

5 L' activite anti-radicalaire de broyats de broyats issus de differentes especes 
vegetales a ete etudiee in vitro. Nous avons utilise un modele d'epidermes 
reconstitues SKINETHIC®, permettant de reveler cette activite par dosage du 
malondialdehyde (MDA), apres son induction par des rayons ultraviolets B. Les 
epidermes ont ete traite pour chaqueespece vegetale par une concentration 

10 unique de broyat a 1%. 

Lipoperoxydation provoquee 

Les conditions experimentales de I'exemple 3 ont ete repetees. 
Les resultats sont regroupes dans le tableau ci-dessous : 



15 



Espece v6g6tale, broyat ^1% 


Variation du MDA (en %) 
par rapport au t6moin 
negatif 


Temoin negatif 




Temoin positif UVB (150 mJ/cm^) 


accroissement de 45% 


Cacao broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-29 % 


Mungo broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


- 22 % 


Colchicum broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-26% 


Jasminum broyat k l%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-17 % 


Capsicum broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-43 % 


Pilocarpus broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-41 % 


Sequoia broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-59 % 


Solanum broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-19 % 


Chlorophytum broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-53 % 


Ginkgo broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-52 % 
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Roses broyat a 1% + UVB (ISOmJ/cm^) 


-25% 


Betula broyat a 1% + UVB (150 mJ/cm^) 


-30% 


digitalis broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-33 % 


Salvia broyat k l%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-47% 


Taxus broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-56 % 


Papaver broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-53 % 


Cannabis broyat k 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


- 47 % 


Rosmarinus broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-27 % 


Coffea broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-34 % 


Arganier broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-51 % 


Catharantus broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-59 % 


Iris broyat k 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-19 % 


Datura broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-53 % 


Gloriosa broyat k 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-12 % 


Medicago broyat k 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-33 % 


Asparagus broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-47 % 


Borago broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-22 % 


Reseda broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-13 % 


Amsonia broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-26 % 


Erythrina broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-21 % 


Coleus broyat k 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-53 % 


Oenothera broyat ^ 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-17 % 


Atropa broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-23 % 


Theobroma broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-17% 


Glycine broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-43 % 


psoralea coryilfolia broyat a l%+UVB150mJ/cm^ 


- 40 % 


vitex negundo broyat a 1%+ UVB (150 mJ/cm^) 


-42 % 


commiphora wighii broyat k 1%+ UVB 150 J/cm^ 


-51 % 


vanilla planifolia broyat a 1%+ UVB (150 J/cm^) 


- 14 % 


marrubium vulgare broyat a l%+UVB150mJ/cm 


-28 % 
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pilocarpus jaborandi broyat 1 %+UVB 1 SOmJ/cm" 



-41 % 



Les resultats obtenus revelent une protection significative des broyats vis a vis de la 
lipoperoxydation provoquee par les rayons UVB (150 mJ/cm^) aux concentrations 
5 de 1%. 



Dans les conditions experimentales retenues, les broyats sont apparus presenter une 
activate anti-radicalaire significative au niveau des epidemics reconstitues 
SKINETHIC® apres 24 heures de contact, Cette activite a ete revelee par le dosage 
10 du MDA. 

En effet, les dosages du MDA montrent que les broyats etudies aux concentrations 
de 1% protegent significativement les cellules contre la lipoperoxydation 
provoquee par les rayons ultraviolets B (UVB 150 mJ/cm^) en diminuant les taux 
de MDA induits. 

15 

En conclusion, les broyats des differentes especes vegetales etudiees presentent un 
effet anti-radicalaire dans les conditions d' induction par les rayonnements 
ultraviolets B. II ressort de cet essai que les broyats presentent un effet anti- 
radicalaire significatif Compte tenu du modele retenu (epiderme reconstitue), il 
20 peut d'ores et deja etre envisage d*utiliser ces broyats dans des preparations a usage 
topique a la dose minimale active de 0,1%. 
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Exemple 20 

Lipoperoxydation provoquee 
5 Les conditions experimentales de T exemple 3 ont ete repetees en utilisant la 
combinaison de plantes aromatiques avec d'autres especes. 
Les resultats sent regroupes dans le tableau ci-dessous : 



Espece vegetale, broyat a 1% 


Variation du MDA (en %) par 
rapport au temoin negatif 


Temoin negatif 




Temoin positif UVB (150 mJ/cm2) 


accroissement de 45% 


Jasminum sanbac+ Ginko bilboa broyat 
. l%+UVB150mJ/cni^ 


- 12 % 


eucalyptus punctata+ psoralea coryfolia broyat 

l%+UVB150mJ/cm^ 


- 21% 


lavandula angustifolia + Vitex negundo broyat 
l%+UVB150mJ/cm^ 


- 17 % 


citrus limon + sequoia broyat 
l%+UVB150mjW 


- 24 % 



Exemple 21 

Les exemples lA a II ont ete repetes si ce n'est que les cellules dedifferenciees, 
15 elicitees et lavees ont ete sechees dans une atmosphere (par exemple d' azote) 
presentant une temperature d' environ 30^C, de maniere a reduire la teneur en 
eau des cellules a respectivement 5% en poids, 10% en poids et 15% en poids. 
La structure membranaire de la cellule a ainsi ete preservee. 



20 On a ensuite soumis les cellules dedifferenciees elicitees, lavees et sechees a un 
broyage. 
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Exemple 22 

On a repete Texemple 20, si ce n'est qu'on a melange les cellules 
5 dedifferenciees elicitees, lavees et sechees (avec la structure membranaire 
conservee) a un ou plusieurs excipients et/ou composes actif d'une composition 
cosmetique avant Tetape de broyage. 

La liste suivante reprend certains excipients melanges aux cellules avant leur 
10 broyage. 

sodium laureth sulfate ( solution aqueuse par exemple a 25% ) 
PEG-7 glyceryl cocoate 

antioxydant (solution aqueuse contenant de la vitamine E) 
laureth-2 

15 - sodium laureth- 1 1 carboxylate 

cocamidopropyl betaine 

- betaine (glycinebetaine) 

- huile essentielle 
propylene glycol 

20 - ethanol 

- PEG-40 hydrogenated castor oil 

huile vegetale (huile de coco, huile d'olive, etc.) 
huile essentielle 

melanges d'un ou de plusieurs composes cites ci-avant entre eux et/ou avec 
25 de Teau. 

La quantite d'excipients et/d'eau ajoutee aux cellules peut varier par exemple 
entre 10% du poids des cellules sechees a broyer et 100% dudit poids, voire 
plus. 

30 

L'utilisation d'un ou d' agents tensio actifs avec un ou plusieurs agents anti 
oxydants semble interessante pour faciliter le broyage des cellules en particulier 
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de la membrane, pour faciliter la liberation de phytoalexines attachees ou liees a 
une membrane, et pour reduire ou eviter tout probleme de degradation de 
composes due a Thumidite. II est ensuite possible d'extraire de ce broyat des 
phytoalexines par une etape d' extraction (par exemple etapes success! ves 
5 d'extraction au moyen d'ethanol et de filtration). 

Get exemple est done un exemple de procede d'obtention de phytoalexine(s), 
dans lequel : 

on met dans im milieu de culture des cellules vegetales dedifferenciees, 
apres et/ou pendant la culture, on elicite les cellules dedifferentiees dans le 
10 milieu de culture, 

on separe les cellules dedifferentiees et elicitees du milieu de culture , 
on soumet eventuellement les cellules dedifferenciees elicitees a un ou 
plusieurs lavages, 

on seche avantageusement, de preference on lyophilise, les cellules 
15 dedifferenciees et elicitees, 

on broie les cellules dedifferenciees, elicitees de maniere a former un 
broyat, et 

on soumet le broyat a une extraction pour extraire une ou plusieurs 
phytoalexines du broyat, eventuellement apres une etape de remise des cellules 
20 broyees dans un milieu, en particulier un milieu aqueux et/ ou alcoolique. 
Exemple 23 

On a repete les exemples lA a II, si ce n'est que les cellules dedifferenciees et 
elicitees ont ete lavees et sechees (au moyen d'un courant d'azote a 30°C) pour 
eliminer I'eau de lavage presente a I'exterieure des membranes des cellules et 
25 pour reduire la teneur en eau presente dans les cellules, respectivement de 0%, 
10%,25%,50% et 75%. Les cellules ont ensuite ete broyees. Le broyat ainsi 
obtenu contient sensiblement tons les composants presents dans les cellules, 
avec une teneur en eau soit reduite, soit correspondant a Teau presente dans les 
cellules normales (teneur normale en eau des cellules). 
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Revendications 

1. Composition pour application topique, en particulier composition 
5 cosmetique, contenant des cellules vegetales dedifferenciees, caracterisee en ce 
que la composition contient au moins un broyat de cellules vegetales 
dedifferenciees et elicitees en culture in vitro pour synthetiser au moins une 
phytoalexine, cette elicitation pour synthetiser au moins une phytoalexine etant 
avantageusement operee apres une etape de culture in vitro de cellules vegetales 

10 sans elicitation, dans laquelle ledit broyat contenant au moins une phytoalexine 
comprend au moins 95%, avantageusement au moins 97%, de preference au 
moins 99% en poids de I'ensemble des matieres seches issues des cellules 
vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro, ledit broyat etant disperse 
dans ladite composition ou etant sous une forme apte a etre dispersee dans ladite 

15 composition. 

2. Composition suivant la revendication 1, caracterisee en ce que le broyat de 
cellules vegetales dedifferenciees et elicitees in vitro comprend des particules 
provenant des vacuoles, des particules provenant du cytoplasme et des 

20 particules provenant de la membrane pecto cellulosique, ledit broyat contenant 

au moins 0,1 % en poids de phytoalexine(s). 

3. Composition suivant la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le broyat 
est un broyat de cellules dedifferenciees et elicitees in vitro, lesdites cellules 

25 etant au moins partiellement sechees. 

4. Composition suivant la revendication 3, caracterisee en ce que le broyat est 
un broyat de cellules dedifferenciees et elicitees in vitro, lesdites cellules etant 
sensiblement completement sechees, de preference lyophilisees, et ensuite 
30 broyees. 
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5. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce qu'elle contient de 0,005 a 25% en poids, avantageusement de 0,005 a 5 % 
en poids de broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees in vitro, ce 
poids etant calcule sous forme seche. 

5 

6. Composition suivant Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle 
contient un broyat sec ou sensiblement sec de cellules vegetales dedifferenciees 
et elicitees in vitro, ledit broyat sec ou sensiblement sec contenant une teneur 
en eau inferieure a 25% en poids, avantageusement inferieure a 15% en poids, 

10 de preference inferieure a 10% en poids. 

7. Composition suivant Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le 
broyat a une granulometrie moyenne de particules solides inferieure a 100 |j,m, 
avantageusement inferieure a 10 |xm, de preference inferieure a 1 jim. 

15 

8. Composition suivant la revendication 7, caracterisee en ce que les particules du 
broyat ont une granulometrie telle que 90% en poids des particules ont une 
granulometrie comprise dans la plage granulometrie moyenne - 25% jusque 
granulometrie moyenne -f 25%. 

20 

9. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit broyat de cellules vegetales dedifferenciees et 
elicitees in vitro contient au moins une phytoalexine synthetisee par Telicitation 
in vitro des cellules vegetales dedifferenciees. 

25 

10. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit broyat de cellules vegetales dedifferenciees et 
elicitees est un broyat de cellules vegetales dedifferenciees et Elicitees in vitro 
par un agent dans le milieu de culture, ledit broyat etant sensiblement exempt 

30 dudit agent aprfes elicitation. 
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1 1. Composition suivant la revendication precedente, caracterisee en ce que les 
cellules dedifferenciees sent elicitees in vitro par un agent volatile. 

12, Composition suivant Tune quelconque des revendi cations precedentes, 
5 caracterisee en ce que ledit broyat de cellules vegetales dedifferenciees et 

elicitees in vitro contient au moins un compose terpenique ou tannique ou 
polyphenolique, ledit compose etant synthetise par Telicitation in vitro des 
cellules vegetales dedifferenciees dans leur milieu de culture. 

10 13. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le broyat de cellules vegetales dedifferenciees et elicitees 
in vitro se presente sous la forme d'une suspension visqueuse ou d'un gel ou 
d'une poudre sensiblement seche, ladite suspension, gel ou poudre etant 
avantageusement sous une forme apte a etre dispersee dans la composition. 

15 

14. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le broyat de cellules est un broyat de cellules de vigne 
dedifferenciees et elicitees in vitro. 

20 15. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle contient un broyat de cellules dedifferenciees, 
cultivees et elicitees dans leur milieu de culture in vitro, ledit broyat etant 
avantageusement sensiblement exempt de milieu de culture. 

25 16. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle contient un broyat de cellules dedifferenciees et 
elicitees in vitro, ledit broyat contenant au moins 0,1 % en poids de stilbenes 
par rapport au poids sec des cellules dedifferenciees elicitees broyees, en 
particulier au moins 0,2 % en poids de stilbenes par rapport au poids sec des 

30 cellules dedifferenciees elicitees broyees, de preference au moins 0,5 % en 
poids de stilbenes par rapport au poids sec des cellules dedifferenciees elicitees 
broyees. 
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17. Composition suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le broyat de cellules dedifferenciees elicitees est issu de 
la culture de cellules vegetales dedifferenciees, elicitees puis sechees d'au 
moins une espece choisie parmi Salvia, Coleus, Rosmarinus, Ginkgo, Cannabis, 

5 Colchicum, Gloriosa, Asparagus, Arganier, Glycine, Medicago, Mungo, 

Erythrina, Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, Solanum, Borago, Reseda, 
Amsonia, Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, Theobroma, Jasminum, 
Capsicum, Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum, cacao, psoralea 
coryilfolia, vitex negimdo, commiphora wighii, eucalyptus punctata, lavandula 

10 angustifolia, citrus limon, vanilla planifolia, marrubium vulgare, pilocarpus 

jaborandi, roses, betula, the et les melanges de cellules de telles especes. 

18. Procede de preparation d'une composition a usage topique selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que Ton met des 

15 cellules vegetales dedifferenciees dans un milieu de cultxire de maniere a 

permettre une croissance des cellules, en ce que Ton elicite lesdites cellules 
vegetales differenciees dans leur miUeu de culture pendant une periode de 
temps suffisante pour la synthese d'une quantite suffisante de metabolites, et en 
ce qu'on melange les cellules vegetales elicitees du milieu de culture avec im 

20 ou plusieurs excipients pour preparer une composition cosmetique, les cellules 

etant broyees avant et/ou apres leur melange avec im ou plusieurs excipients 
et/ou avant et/ou apres une etape de sechage. 

19. Procede suivant la revendication 18, caracterise en ce qu'on soumet lesdites 
25 cellules elicitees in vitro a un sechage, suivi d'un broyage. 

20. Procede suivant Tune quelconque des revendications 18 et 19, caracterise en ce 
qu'on elicite les cellules dans leur milieu de culture in vitro au moyen d'un 
agent, qui apres extraction des cellules elicitees du milieu de culture en 

30 conservant la stracture membranaire des cellules ne se retrouve pas dans les 

cellules elicitees. 
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21. Precede dans lequel des cellules vegetales dedifferenciees sont mises en culture 
in vitro, elicitees dans le milieu de culture in vitro, sechees, puis broyees 
(eventuellement apres une ou plusieurs etapes de lavage/ sechage) et dispersees 
dans une composition de traitement du corps humain. 

5 

22. Procede suivant la revendication precedente, caracterise en ce que les cellules 
sont sechees par lyophilisation avant d'etre soumises a un broyage. 

23. Procede suivant la revendication 21 ou 22, caracterise en ce qu'on utilise un 
10 agent ou un moyen d'elicitation ne formant pas une impurete dans le broyat 

seche de cellules dedifferentiees et elicitees. 

24. Procede d'obtention de phytoalexine(s), dans lequel : 

on met dans un milieu de culture des cellules vegetales dedifferenciees, 
15 - apres et/ou pendant la culture, on elicite les cellules dedifferentiees dans le 

milieu de culture, 

on separe les cellules dedifferentiees et elicitees du milieu de culture , 

on soumet eventuellement les cellules dedifferenciees elicitees a un ou 

plusieurs lavages, 

20 - on seche avantageusement, de preference on lyophilise, les cellules 
dedifferenciees et elicitees, 

on broie les cellules dedifferenciees, elicitees de maniere a former un 
broyat, et 

on soumet le broyat a une extraction pour extraire une ou plusieurs 
25 phytoalexines du broyat, eventuellement apres une etape de remise des cellules 
broyees dans un milieu, en particulier un milieu aqueux et/ ou alcoolique. 

25. Procede suivant Tune quelconque des revendications 18 a 24, caracterise en 
ce qu'on controle I'etape d'elicitation desdites cellules vegetales differenciees 
30 dans leur milieu de culture in vitro, de maniere a obtenir un milieu contenant au 
moins 0,1 % en poids de stilbenes par rapport au poids sec des cellules vegetales 
dedifferentiees et elicitees, en particulier au moins 0,2 % en poids de stilbenes 
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par rapport au poids sec des cellules, de preference au moins 0,5 % en poids de 
stilbenes par rapport au poids sec des cellules. 



26. Procede suivant Tune quelconque des revendications 18 a 25, caracterise en 
5 ce que le broyat est issu de la culture de cellules vegetales dedifferenciees, 
elicitees puis sechees des especes Salvia, Coleus, Rosmarinus, Ginkgo, 
Cannabis, Colchicum, Gloriosa, Asparagus, Arganier, Glycine, Medicago, 
Mungo, Erythrina, Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, Solanum, Borago, 
Reseda, Amsonia, Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, Theobroma, 
10 Jasminum, Capsicum , Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum, cacao, psoralea 
coryilfolia, vitex negundo, commiphora wighii, eucalyptus punctata, lavandula 
angustifolia, citrus limon, vanilla planifolia, marrubium vulgare, pilocarpus 
jaborandi, roses, betula, the, et leurs melanges. 

15 27. Broyat de cellules vegetales dedifferenciees, elicitees en milieu de culture in 
vitro, puis sechees, dans lequel ledit broyat contenant au moins une phytoalexine 
comprend au moins 95% en poids, avantageusement au moins 97% en poids, de 
preference au moins 99% en poids de 1' ensemble des matieres seches issues des 
cellules vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro, ledit broyat etant 

20 sous une forme apte a etre dispersee dans une composition cosmetique et/ ou 
pharmaceutique. 



28. Broyat suivant la revendication 27, caracterise en ce qu'il est exempt 
d' agent d'elicitation et/ou de milieu de culture. 

29. Broyat de cellules vegetales suivant la revendication 27 ou 28, caracterise en 
ce qu'il se presente une granulometrie moyenne inferieure a 10|Lim. 



30 



30. Broyat de cellules vegetales suivant Tune des revendications 27 a 29, 
caracterise en ce qu'il contient au moins 0,1 % en poids de stilbenes par rapport 
au poids sec des cellules, en particulier au moins 0,2 % en poids de stilbenes par 
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rapport au poids sec des cellules, de preference au moins 0,5 % en poids de 
stilbenes par rapport au poids sec des cellules. 

31. Composition pour application topique, en particulier composition 
5 cosmetique, contenant des cellules vegetales dedifferenciees, caracterisee en ce 

que la composition contient au moins un broyat contenant au moins une 
phytoalexine, ledit broyat comprenant au moins 95%, avantageusement au 
moins 97%, de preference au moins 99% en poids de T ensemble des matieres 
seches issues des cellules vegetales broyees dedifferenciees et elicitees in vitro, 
10 dans lequel le broyat contient au moins 0,1 % en poids de stilbenes par rapport 
au poids sec des cellules, en particulier au moins 0,2 % en poids de stilbenes par 
rapport au poids sec des cellules, de preference au moins 0,5 % en poids de 
stilbenes par rapport au poids sec des cellules. 

32. Composition selon la revendication 31, caracterisee en ce que le broyat est 
15 un broyat d'une ou de cellules vegetales dedifferenciees, elicitees puis sechees 

choisies parmi le groupe constitue des especes suivantes : Salvia, Coleus, 
Rosmarinus, Ginkgo, Cannabis, Colchicum, Gloriosa, Asparagus, Arganier, 
Glycine, Medicago, Mungo, Erythrina, Oenothera, Papaver, Atropa, Datura, 
Solanum, Borago, Reseda, Amsonia, Catharantus, Pilocarpus, Digitalis, Coffea, 
20 Theobroma, Jasminum, Capsicum , Iris, vigne, taxus, sequoia, chlorophytum, 
cacao, psoralea coryilfolia, vitex negxmdo, commiphora wighii, eucalyptus 
punctata, lavandula angustifolia, citrus limon, vanilla planifolia, marrubium 
vulgare, pilocarpus jaborandi, roses, betula, the, et leurs melanges. 

25 



30 



